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1.1 酵素 
酵素は別名生体触媒とよばれ、優れた触媒であり为に生体内で合成されるタンパク質で
ある[1]。酵素反応は触媒反応と同一原理に従うものである。しかしながら、タンパク質と
いう両性電解質からなる酵素は、酵素としての触媒作用力を発現する反応条件がきわめて
狭く、通常の触媒反応とは大いに異なっている。酵素の触媒作用は、特定の物質（基質）
に作用して活性化自由エネルギーを下げることによりその反応を促進させる[2]。その度合
いは、酵素によっては 1017 倍にも及ぶ。この酵素反応は、アミノ残基と基質との間で起こ
るプロトン、電子、および置換基などのやり取りによる化学触媒作用とともに、酵素-基質
の相互作用によって遷移状態にある基質分子と酵素との複合体を形成する機構からなる。
酵素の表面にはCOO-やNH3
+などの官能基があるため pHによって荷電の状態が変化し触媒
としての作用力も pH によって変化する。活性が最高になる pH を最適 pH という。いった
ん失った触媒作用力は最適 pH に戻しても回復しない酵素が多い。また、熱によっても失活
する。一般に、反応速度は温度とともに上昇するが、酵素はタンパク質であるので高温で
は変性し触媒作用力が低下する。反応速度が最大となる温度を最適温度という。 
酵素の触媒としての作用力を活性という[3]。その酵素が触媒する反応において単位時間
当たりに生成する生成物の量で表す。活性の SI 単位は U（ユニット）であり 1 分間に 1 mol
の生成物を生成する酵素量を 1 U と定義する。 
 
1.1.1 酵素の特異性および活性中心の概念 
酵素反応は、無機触媒とは異なり特定の基質に選択的に作用する性質をもつ(Fig. 1-1)。こ
れを基質特異性とよぶ[3]。この基質特異性の厳密さは酵素によって様々である。例えば、
ナタマメ由来のウレアーゼは基質特異性の高い酵素の一つであり、尿素以外の物質にはほ
とんど活性を示さない。一方、ホスファターゼのように類似の構造をもつ一連の化合物に
幅広く作用する酵素も多く存在する。また、基質中の分子の立体配座（D と L、cis と trans）
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を区別できる酵素もある。つまり酵素は立体構造を認識する。これを立体特異性という。 
このような酵素の特異性を説明するため、Fischer は基質と酵素の関係を鍵と鍵穴の関係
に例えている(Lock & key hypothesis) [2]。この説によると、酵素には活性中心と呼ばれる領
域があり、その大きさ、形、および化学的性質は基質分子と相補的である。この活性中心
の構造にフィットする分子のみが基質となって酵素による触媒作用を受けることができる。
また、酵素の触媒作用の強さを説明するため、“酵素の活性中心は、基質の遷移状態（S‡）
を安定化するのに最適化された構造をもつ”という概念（遷移状態結合理論）が Pauling に
より導かれている[3]。 
 
1.1.2 酵素の分類 
現在確認されている酵素は、約 2,400 種である。酵素は、国際生化学連合酵素委員会によ
りその特異性に基づいて Table 1-1 の 6 群に分類される[4]。また、これらの 6 酵素群は基質
特異性に基づいてさらに細かく分類される。そして各酵素には細分類による Enzyme Code 
(E.C.)と呼ばれる 4 個の数字からなる番号をもつ。例えば、アルコールを脱水素する酵素で
あるアルコールデハイドロゲナーゼは E.C. 1.1.1.1 という番号が与えられている。 
これらの E.C.、触媒反応、活性測定法、所在、および性質などは、Yagi ら多数の研究者
によって酵素ハンドブックにまとめられている[5]。また近年、立体構造が解明されたタン
Fig. 1-1 Substrate specificity of enzyme. 
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パク質・酵素の数が飛躍的に増加しており、Protein Data Bank (PDB)には 2008 年 3 月時点
で約 5 万の立体構造が登録されている[6]。 
 
1.1.3 固定化酵素法 
酵素の産業的利用は、1940 年に Langlois および Dale が報告したアミラーゼによるコーン
シロップの生産から始まった[7, 8]。しかしながら、他の酵素に関しては、入手の困難性お
よび高価格が原因で産業的に発展しなかった。これらの問題点を克服するため、多くの研
究者が有用酵素を生成する微生物源を発見することおよび高価な酵素を回収して再度用い
てきた。後者の概念を元に、1955 年に Manecke らによって固定化酵素法が発明された[8]。
その 14 年後、固定化酵素は、世界で初めて Takasaki ら(イソメラーゼによるグルコースから
フルクトースへの異性化[9])および Chibata ら(アシラーゼによるアミノ酸の光学分割[10])に
よって日本で産業的に実用化された。 
Table 1-1 Classification and catalytic reaction of enzymes, according to the 
enzyme code. 
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バイオテクノロジーの発展の流れの中で、種々の固定化技術および担体が開発されてい
る。酵素の固定化法は、担体結合法、包括法、および架橋法の 3 つに大別される。各固定
化法の特徴および固定化法の模式図をそれぞれ、Table 1-2 および Fig. 1-2 に示す[11]。酵素
を担体に吸着後に分子間架橋させる等、種々の固定化法を組み合わせて用いる場合もある。
それぞれの固定化法について以下に説明するが、担体共有結合法は他の担体結合法と特徴
が大きく異なるため、別の技法として分類する。 
不溶性ポリマーや担体に共有結合で酵素を固定する共有結合法は、実験室スケールでは
最も用いられるが、産業的スケールではあまり用いられない技法である[8]。酵素と担体を
共有結合させるためには、担体表面の官能基を活性化させて酵素と反応させるもしくは二
官能基性カップリング試薬を用いて酵素を直接担体に結合させることで可能となる。共有
結合法は、酵素と担体間の結合が強固であり、温度、pH、イオン強度、および基質濃度の
Table 1-2 Comparison of property for immobilized enzyme prepared by various 
methods 
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変化に対して安定であるという利点をもつ。一方で、固定の手順に比較的多くの時間、労
力、および費用を要するという欠点がある。さらに、酵素を結合する段階で一部の酵素が
失活しやすく固定化酵素の活性が低下する。つまり、高価な酵素を一度も反応に使用する
ことなく失活させてしまうことも難点である。カップリング反応は、酵素の失活を防ぐた
めに穏和な条件下(水媒体中等)で行うことが望まれ、適用できる反応も限定される。酵素の
活性中心を保護するため、固定化の際に基質や阻害剤を添加する例もある。 
酵素を共有結合で担体に固定する際には、担体と共有結合を形成する酵素中の官能基の
種類および用いるポリマー担体の物理的および化学的特性を考慮しなければならない。カ
ップリング反応の多くは、求核試薬の攻撃である。共有結合に有用な酵素中の官能基は、
以下の通りである。 
 リシンおよびアルギニン中の-アミノ基、ポリペプチド鎖の N-末端アミノ基 
 アスパラギン酸およびグルタミン酸中の-カルボキシル基、ポリペプチド鎖の
C-末端カルボキシル基 
 チロシン中のフェニル環 
 システイン中のチオール基 
Fig. 1-2 Various methods for preparation of immobilized enzyme. 
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 ヒスチジン中のイミダゾール基 
 トリプトファン中のインドール基 
実際としては、アミノ基、カルボキシル基、およびチロシンやヒスチジンの芳香族環がカ
ップリング反応の官能基として用いられている。 
不溶性担体上にイオン交換相互作用、疎水性相互作用、および水素結合を介して酵素を
固定する吸着法には、生体ポリマー、合成ポリマー、および無機材料と様々な担体が用い
られている。この技法に用いられる为な担体を Table 1-3 に示す。固定担体としては、酵素
の固定に必要な表面積を増やすために、無数の細孔を有する多孔質体が好まれる。吸着法
は、操作が簡便で安価であるという利点をもつ。例えば、酵素溶液中に担体を分散して撹
拌後、担体をろ過・洗浄するといった単純な操作で調製できる。酵素の活性中心がカップ
リング反応に関与して失活する際に、共有結合法の代用として吸着法は用いられる。しか
しながら、吸着法における酵
素-担体間の相互作用は弱く、
可逆的であり、担体からの漏
出を無視できない。この酵素
の漏出は、温度、pH、およ
びイオン強度の変化に依存
し、固定化酵素を用いる環境
が限定されてしまう。この問
題点を克服するためには、固
定化酵素を多官能性試薬で
架橋処理するなどの工夫が
必要である。 
 
Table 1-3 Supporting materials for the 
immobilization of biological macromolecules. 
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架橋法では、2 つ以上の官能基をもつ多官能性試薬と酵素を反応させて酵素分子間で架橋
構造を形成させ、酵素を不溶性の凝集物とする。架橋剤として用いられる試薬としては、
両端にアルデヒド基をもつグルタルアルデヒドをはじめ、様々な架橋剤が提案されている。
しかしながら、このようにして調製した固定化酵素は、水に溶解せずに活性を示す大きな
凝集体を得るために複数のパラメーター（酵素 / 架橋剤の比率、pH、温度、イオン強度、
および反応時間等）を制御しなければならないため、そのまま単独で使用されることはほ
とんどない。吸着法の項で述べたように、補助的に他の方法と併用して用いられることが
多い。特に、大量生産を目的とした場合には、機械的強度の高い多孔質担体に固定後、吸
着酵素を架橋法により固定する方法が適している。この技法で用いられた架橋剤および酵
素の組み合わせ例を Table 1-4 に示す。 
Table 1-4 Enzyme immobilization by adsorption and crosslinking. 
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 包括法は、基質は拡散できるが酵素が流出しない高分子ゲル、マイクロカプセル、逆ミ
セル、リポソーム、および多孔質膜の中などに酵素を閉じ込める方法である。包括法を用
いる場合、酵素と担体の間に相互作用が無いため、活性中心の立体障害や変性による酵素
活性の減尐は制御できる。さらに、操作が簡便で安価であり、包括酵素が高収率で得られ
る。また、反応生成物の回収が容易という点もこの技法の利点である。このように多数の
有用性をもつ包括法であるが、最大の欠点は反応速度が遅いことである。酵素包括の際、
材料の表面張力により粒子径が数 mm 程度になり易く、微細なものは調製が困難となる。
従って、基質がマクロ粒子内を拡散する速度が律速となるため、結果として固定化酵素の
活性は低下する。拡散速度が無視できるようにするためにできるだけ微細な担体に包括す
ることが望まれるが、数m 以下の粒子径にするのは技術的に困難である。また、数m 以
下の担体を用いても、ろ過などの担体の回収操作が困難となる。この包括酵素を充填して
連続式リアクターとして用いる際にも基質溶液流通時の圧力損失が高くなるといった操作
上の問題点が出てくる。これらの観点から、膜を用いて酵素を反応器内に閉じ込める膜包
括法は、担体内部の拡散抵抗による活性低下が尐ないため推奨できる固定化方法である。 
固定化酵素を用いる場合、触媒反応速度（活性）を溶解性酵素と比較しなければならな
い[11]。固定化により活性および安定性がどのように変化するかを定量的に把握することは、
最適な固定化酵素の調製に関して有用な指針を与える。通常、固定化酵素の活性は、溶解
性酵素よりも低下する。これは、酵素の立体構造の変化および基質の拡散移動抵抗の増加
が原因である。さらには、基質および担体の適合性も固定化酵素活性に影響を与える因子
である。固定化により最適温度、最適 pH、安定性、反応特異性、および基質特異性といっ
た酵素の特性が変化することもある。Filipposson らは、溶解性インベルターゼと固定化イン
ベルターゼ活性の pH 依存性を調べると、ポリスチレンビーズに固定したインベルターゼの
最適 pH 曲線の極大範囲が溶解性インベルターゼに比べて狭くなったと報告している(Fig. 
1-3) [12]。さらに、イースト菌ラッカーゼにおいては、ジルコニア被覆ガラス上への固定に
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より最適 pH が 6-7 から 3-4 へとシフトする[13]。この最適 pH のシフトは、溶解性ラッカー
ゼには適さなかった酸性チーズ乳清中のラクトースの加水分解処理を可能にする。 
 固定化酵素の安定性は、固定化方法および担体により大きく左右される[11]。Fig. 1-4-a は、
未変性状態の溶解性酵素の立体構造を示す。未変性状態では、ポリペプチド鎖が折り重な
った状態をとっている。活性中心を構成するアミノ酸残基は通常、1 次構造の中では離れた
箇所に位置する。酵素に熱が加わるもしくは pH が変化すると、酵素の立体構造がほどけた
状態になり、変性する(Fig. 1-4-b)。変性の結果、活性中心を構成するアミノ酸残基が離散し
て、酵素は失活する。固定化酵素に関して、Fig. 1-4-c のように酵素中の複数のアミノ酸残
基を担体に適切に固定することができれば、(b)のような状態になりにくく安定化する。逆
に Fig. 1-4-d のように、酵素と担体間の距離や結合に関与するアミノ酸残基が適切でなけれ
ば酵素の安定性は改善されない、もしくは一度も反応に使うことなく失活を引き起こす。
安定性を付与した固定化酵素を設計するという観点からは、酵素中の特定のアミノ酸残基
Fig. 1-3 Profiles of pH activity of soluble and immobilized -fructofuranosidase 
for the hydrolysis of sucrose in citrate- phosphate-borate buffer. 
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と反応できる共有結合法が適している。吸着法での相互作用は特異的でない。また、酵素
を固定することで基質特異性が変化することもある。通常、グルコースに高い特異性を示
すピラノース 2-オキシダーゼ(P2Ox)を多孔質ガラス上に共有結合法で固定すると、ソルボ
ースおよびグルコノラクトンを基質として用いた方がグルコースよりも活性を示しす。こ
れは、P2Ox を固定したことで活性中心の立体構造が変化したため、基質特異性の序列が変
わったと推測している[14]。 
固定化酵素の実際の応用は、为にファインケミカル等の大量合成である[8]。酵素反応の
有用な特徴は、化合物の転換、修飾、分解、および合成反応の多様性である。酵素は、酸
化還元反応、転移反応、加水分解反応、脱離による開裂および二重結合への付加反応、お
Fig. 1-4 Stability of enzyme by multi-bonding between enzyme and matrix. It is 
defined that the active site in enzyme consists of three amino acids (red points); 
(a) soluble enzyme at active state, (b) soluble enzyme at inactive state due to 
denaturation, (c) immobilized enzyme, in which active site is maintained by 
suitable multi-bonding, and (d) immobilized enzyme, in which active site is 
distorted by unsuitable multi-bonding, resulting in the inactivation of enzyme. 
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よび異性化反応と有機化学反応のほとんどをカバーできる。もう一つの特徴は、酵素反応
が穏和な条件下で高効率に行えることであり、多くの化学触媒が直面する異性化、エピマ
ー化、およびラセミ化を防げうる。酵素利用による反応選択性、特に立体特異性は有機化
学者の観点から見ても最も興味深い特徴である。現在、大規模な産業的応用として、固定
化酵素は、乳清中のラクトースの加水分解[15]を初め、L-アミノ酸[16]、6-アミノペニシラ
ン酸[17]、および高果糖シロップ[18]の合成等に用いられている(Table 1-5)。 
もう一つの固定化酵素の応用は、分析化学分野である。酵素の特異性と測量機器を組み
合わせると、種々の物質を定性・定量分析できる。特に、医療関連物質の分析における固
定化酵素は有用であり、固定化酵素を組み込んだ様々な装置が開発されている。固定化酵
Table 1-5 Bioconversions: examples of industrial applications. 
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素の種類を変化させることで、血中のグルコース、尿素、尿酸、アルブミン、コレステロ
ール、トリグリセリド、およびクレアチニンと様々な代謝物を検出できる[8]。固定化酵素
の反応を光学的に追跡し、多くのサンプルを連続的に分析する自動システムをオートアナ
ライザーという。現在オートアナライザーに用いられている固定化酵素を Table 1-6 に示す。
固定化酵素は、バイオセンサーの素子としても有効である。その中でも、固定化グルコー
スオキシダーゼ(GOx)は最も古くから実用化されている酵素電極である。GOx は、以下のよ
うにグルコースおよび酸素を基質として-グルコノラクトンおよび過酸化水素を生成する
[19]。 
D-Glucose + O2 ―→ -Gluconolactone + H2O2 
GOx を固定した電極をグルコース溶液に浸漬すると、上記の反応が進行し酸素が消費され
て過酸化水素が生成する。この溶液中の酸素濃度もしくは過酸化水素濃度から間接的にグ
ルコースの定量が可能となる。酵素電極として用いられている固定化酵素およびその検出
特性を Table 1-7 に示す。 
他にも、固定化 GOx は、糖尿病患者向けの血中および尿中グルコース検出用セルフ簡易
キットとして多くの医療メーカーから販売されている(Fig. 1-5) [20]。このグルコース検出キ
ットには、GOx、ペロキシダーゼ、および 3,3’,5,5’-テトラメチルベンジジン(TMB)を染み込
ませたコットンが取り付けられている。このコットン部分をグルコースが含有するサンプ
ル（尿など）に浸漬させると、固定化 GOx により過酸化水素が生成する。生成した過酸化
水素をペロキシダーゼおよびTMBによって発色させることでグルコースを検出可能となる。 
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Table 1-7 Various enzyme electrodes and their characteristics. 
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Fig. 1-5 Disposable analytical devices prepared by the immobilized enzymes. (a) 
Glucose dipstick; (b) Kodak Ektachem reagent slide; (c) Boehringer Mannheim, 
Reflotron reagent carrier; (d) Unipath, Clear Blue pregnancy test; (e) Hybritech, 
ICON pregnancy test; (f) Monoclonal Antibodies Inc., RAMP pregnancy test. 
Cited from reference [20]. 
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1.1.4 有用糖質の酵素合成 
日本では 30 年以上前より、世界に先駆けてシクロデキストリン、マルトオリゴ糖、カッ
プリングシュガー、分岐シクロデキストリン、分岐オリゴ糖、フラクトオリゴ糖、ガラク
トオリゴ糖、パラチノース、乳果オリゴ糖、およびトレハロースなどの有用糖質が相次い
で開発され、大量生産されている[21]。また、これら糖質の機能性についての研究も活発に
行われ、低カロリー、ノンカロリー、抗蝕性、ビフィズス菌選択増殖活性、およびミネラ
ル吸収促進作用などの機能が明らかにされている。 
デンプンは、-アミラーゼ、-アミラーゼ、グルコアミラーゼ、枝切り酵素、-グルコシ
ダーゼ、およびシクロデキストリン合成酵素(CGTase)などの種々の酵素の基質となり、各種
有用糖質が合成されている(Fig. 1-6) [22]。CGTase はデンプンに作用させると分子内転移を
触媒作用して、6-8 個のグルコース残基が環状に-1,4 結合したシクロデキストリン(CD)を
生成する[23]。一方，受容体存在下で CGTase をデンプンに用いると、CD を合成せずに分
子間転移作用を触媒作用して受容体への転移生成物を生成する。この作用を利用してスク
ロース、キシロース、ステビオシド、およびアスコルビン酸を受容体に、それぞれカップ
リングシュガー、グルコシル-キシロース、グルコシル-ステビオシド、およびグルコシル-
アスコルビン酸を合成できる。CD の最大の特徴は包接機能であり、食品加工、医薬品、お
よび化粧品分野における難溶性物質の可溶化、香気成分や香辛成分(抹茶、ワサビ、および
カラシ等)の揮発性成分の揮散防止、不安定な物質の安定化および食品中の異味、異臭のマ
スキングなどの目的で幅広く使われている[24]。グルコシル-キシロースはチョコレートや
米菓などのフレーバー強化剤として食品加工に、グルコシル-ステビオシドはステビオシド
の欠点である苦味や残味などを改善した高甘味度甘味剤としてステビオシドに代わって清
涼飲料水などに使われている。また、グルコシル-アスコルビン酸は、安定型ビタミン C と
して化粧品や医薬品分野において利用されている。 
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Fig. 1-6 Various sugars and glycosides synthesized from starch by enzymatic 
reactions. Cited from reference [21]. 
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スクロースもまた-フルクトフラノシダーゼ(-FFase)、-グルコシルトランスフェラーゼ
(-GTase)、デキストランスクラーゼおよびイヌリン合成酵素など様々な酵素の基質となる
(Fig. 1-7) [25]。-FFase は加水分解酵素であるが、酵素の起源により転移反応を誘導する。
高濃度のスクロース溶液に Asp. niger 由来の-FFase を作用させ、その転移作用を利用して
フルクトオリゴ糖が合成されている。フルクトオリゴ糖はスクロースにフルクトシル基が
-2, 1 結合により 1-3 個連結している。フルクトシル基が 1 個ずつ増すにつれて、ケストー
ス、ニストース、および 1-フルクトシル-ニストースとなる。-GTase はスクロースに作用
して、分子内転移反応を触媒し、その結合様式を -1, 2 結合から-1, 6 もしくは-1, 1 結合
へと転換して、それぞれイソマルツロースおよびトレハルロースを生成する。イヌリンは、
フルクトースが-2, 1 結合により 2-60 個程度連結した多糖類である。イヌリンは難消化性で
水溶性の食物繊維として注目されている。高濃度のスクロース溶液に、Bacillus sp. 217C-11
株の生産するイヌリン合成酵素を作用させることにより、45%の高収率でイヌリンが合成さ
れる。現在、イヌリンは、フジFFという商品名でFuji Nion Seito Co.より販売されている[26]。 
Fig. 1-7 Various sugars and glycosides synthesized from sucrose by enzymatic 
reactions. Cited from reference [21]. 
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糖質を加リン酸分解する酵素であるホスホリラーゼは、その厳密な反応位置特異性から、
ホスホリラーゼの逆反応を用いることにより糖 1-リン酸エステルとアクセプター糖から位
置選択的にオリゴ糖を合成することができる(Fig. 1-8) [27]。セロビオースホスホリラーゼの
基質の位置特異性は非常に厳密であり-1, 4 結合のみを生成する。本酵素の重合度特異性も
高く、三糖以上のセロオリゴ糖に全く作用しないため、二糖のみを選択的に合成すること
ができる。しかしながら、逆反応においてアクセプター基質特異性はあまり高くなく、種々
のセロビオース誘導体の合成を行うことが可能である[28-34]。例えば、Cellvibrio gilvus 由
来セロビオースホスホリラーゼは、アクセプター分子の 2 位および 6 位の認識が甘いため、
種々の単糖をアクセプターとして認識する。アクセプターとしてキシロースおよびマンノ
ースなどのグルコース以外の単糖を用いれば、-1, 4 グルコシルヘテロ二糖を合成すること
ができる。また、6 位の認識性の甘さからゲンチオビオースおよびイソマルトースなどの
1, 6結合二糖をアクセプターとした場合は還元末端のグルコース単位の 4位にグルコースが
導入され、セロビオースの還元末端側グルコースの 6 位に糖が結合した構造の分岐三糖が
生成する。ドナー基質もグルコース 1-リン酸以外にもグルコサミン 1-リン酸やグルカール
を用いることが可能でありセロビオースの非還元末端側の糖をグルコサミンや 2-デオキシ
グルコースにした誘導体を合成することも可能である。 
Fig. 1-8 Reaction scheme and specificity of cellobiose phosphorylase. Red 
hydroxyl groups in acceptor are strict specific position, blue hydroxyl groups are 
loose specific position, and green hydroxyl group is glycosylation point. 
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1.1.5 デキストランスクラーゼ 
デキストランスクラーゼ (DSase、E.C. 
2.4.1.5)は Leuconostoc mesenteroides (Fig. 1-9)
および Streptococcus mutants から採取される
転移酵素である[36]。DSase の分子量は、190 
kDa である[37]。また、DSase の等電点 pI
は、4.1 である[38]。この酵素は、スクロー
スを基質としてデキストランおよびフルク
トースを生成する(Fig. 1-10) [39]。DSase の
反応は基質濃度、反応温度、および pH の変
化により Dextran の生成量、分子量、および
枝分かれ度を制御できる[40]。同じ DSase で
も採取された菌体の由来によって生成される Dextran の構造が変化する(Fig. 1-11) [41]。生成
したデキストランは、DSase の活性中心と複合体を形成するというユニークな特性をもつ
[42, 43]。Okahata らのグループは、水晶発振子マイクロバランス(QCM)の基板上に DSase を
固定し、スクロース添加によりデキストラン鎖伸長反応を定量的に観察している(Fig. 1-12) 
[44]。鎖伸長反応間における QCM にかかる重量が増加したことからも、生成したデキスト
ランが DSase と複合体を形成していることが分かる。従って、DSase の酵素反応式は、以下
のようになる。 
Fig. 1-9 SEM image of lactic acid 
bacterial strain, Leucospstoc sp. Cited 
from reference [35]. 
Fig. 1-10 Production of dextran and fructose from sucrose using DSase reaction. 
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ここで、E、S、および P は、それぞれ酵素、基質、および生成物である。デキストラン生
産において、固定化酵素法では複合体形成により生成物の回収が困難であり、デキストラ
ン生成に伴う基質拡散移動抵抗の影響をより受けてしまうため、デキストランの生産には
回分式発酵法が適用されている。そのため、比較的高価な DSase を繰り返し用いることは
Fig. 1-11 Diagrammatic representation of the structures of the different glucans 
synthesised by different glucansucrases from various Leuconostoc mesenteroides 
and Streptococcus mutans. (A) L. mesenteroides B-512F; (B) S. mutans insoluble 
mutan; (C) L. mesenteroides B-1355 alternan; (D) S. mutans soluble dextran; (E) 
L. mesenteroides B-742 S-dextran; (F) L. mesenteroides B-1299 dextran. 
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できない。固定化 DSase から生産したデキストランに溶解性加水分解酵素(デキストラナー
ゼ、E.C.: 3.2.1.11)を供給し、低分子量のデキストランを生成する方法もある[45-50]。この
DSase-デキストラン間の結合は、グルコース、フルクトース、マルトース等の受容体と反応
すると切断される[51]。そこで、溶離液として固定化 DSase に高濃度フルクトースを供給す
れば、活性中心での結合が切断されてデキストランが溶離してくるはずである。この固定
化 DSase を利用した大量合成システムが確立できれば、工業的に有用なデキストランを安
定して供給できる。 
Fig. 1-12 QCM frequency during glycosyltransfer reaction of DSase using 
dextran as the substrate. [DSase]: 10 nM, 10 mM acetate buffer (pH: 5.2), 25oC. 
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Kobayashi らは Leuconostoc mesenteroides 種由来の DSase の最適 pH および最適温度を調べ
ている[52]。DSase 活性への pH および温度の影響を Fig. 1-13 に示す。DSase の最適 pH およ
び最適温度は、それぞれ pH 6.0 および 30oC である。また、DSase の安定性への pH および
温度の影響を Fig. 1-14 に示す。pH 7.0-9.0 の範囲では DSase は安定である。また、40 oC で
放置させた後の DSase の相対活性は、70%である。DSase は、反応時の撹拌によっても影響
を受ける(Fig. 1-15) [53]。撹拌速度が増加するにつれて失活率も増加する。 
Fig. 1-13 Effect of pH and temperature on the activity of DSase from 
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299. Cited from reference [52]. 
Fig. 1-14 Effect of pH and temperature on the stability of DSase from 
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299. Cited from reference [52]. 
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DSase のアミノ酸組成を Fig. 1-16 に示す。DSase の活性中心は、アスパラギン酸(Asp)、
グルタミン酸(Glu)、およびヒスチジン(His)により構成されている[54-57]。Asp は中間体形
成のため、Glu はプロトンを供与する酸塩基触媒として働く。DSase によるデキストラン生
成の反応メカニズムを Fig. 1-17 に示す[58]。グルコース残基は、DSase の活性中心と共有結
合で結合して成長したデキストラン鎖の還元末端へと転移する。DSase の活性中心には、2
つの-グルコシル中間体を得るためにスクロースを攻撃して、フルクトースを引き離す 2
つの求核試薬部位が存在する。グルコース残基の C-6 位の水酸基が-1, 6 結合を形成するた
Fig. 1-15 Effect of shear rate on the inactivation of dextransucrase at 25oC. 
Fig. 1-16 Amino acid composition in DSase from L. mesenteroides. 
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めに他の C-1 位を攻撃する。そして結合してない求核試薬部位は、新たに酵素-グルコシル
中間体を形成するためにスクロースを攻撃する。この新たな酵素-グルコシル中間体の C-6
位の水酸基がデキストラン鎖の C-1 位を攻撃し、グルコース残基に転移する。このグルコ
ース残基とデキストラン鎖が 2 つの求核試薬部位間で交互に転移する。デキストラン生成
には、活性中心を構成する His のイミダゾール基が重要である(Fig. 1-18)。このイミダゾー
ル基は、フルクトースにプロトンを供給し、酵素-グルコシル中間体の C-6 位の水酸基から
プロトンを取り除く働きをする。以上のようにしてデキストラン鎖が成長する。 
Fig. 1-17 Mechanism proposed for the synthesis of α-1, 6 glucan by B-512F 
dextransucrase. X1 and X2 represent Asp-551 and Asp-662, respectively, at the 
active site. 
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これまでの DSase の用途は、デキストランおよびオリゴ糖の生産、および転移反応を利
用した配糖体の合成が为である[59-64]。DSase が関与する 1994 年以降の日本国内特許を
Table 1-8 に示す[65]。DSase を膜に固定して機能性を付与する技術は Saito らの研究[66, 67]
を基本概念としているが、DSase が機能性材料の一部分を担うという報告例はまだ尐なく、
DSase を結合剤として用いたデキストランによる表面修飾法は、DSase の新規的な応用技術
と言える。また、予め基質に官能基を導入後に DSase により重合する機能性デキストラン
Fig. 1-18 Mechanism for the cleavage of sucrose and the formation of an α-1, 6 
glycosidic bond by dextransucrase. Upper reaction: nucleophilic displacement 
and protonation of the fructose moiety to form a glucosyl-enzyme intermediate. 
Lower reaction: formation of anα-1, 6 glycosidic bond by attack of a C-6 
hydroxyl group on to the C-1 of the glucosyl-enzyme complex; the attack is 
facilitated by abstraction of a proton from the hydroxyl group with the 
imidazole group. 
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の酵素合成法は、機能をもつモノマーを数十から数百の単位で構築し、ナノ構造をもつ機
能性ポリマーを積み上げて、ミクロな新材料や新デバイスを組み立てるという独創的な材
料作製技術となる。DSase をはじめとする転移酵素の可能性はまだ数多く残されている。 
Table 1-8 Japanese patents concerned with DSase from 1994, to December 2010. 
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1.1.6 ピラノース 2-オキシダーゼ 
ピラノース 2-オキシダーゼ(P2Ox、E.C.: 1.1.3.10)は酸化還元酵素に属し、为に木分解性担
子菌類中に存在する[68]。この菌種には、Coriolopsis occidentalis [69]、P. chrysosporium K-3 [70]、
P. gigantean [71]、P. obtusus [72]、Phlebiopsis gigantean [73]、および T. multicolor [74]などが
ある。P2Ox は 4 つのサブユニットから形成され、分子量は 220-320 kDa である(サブユニッ
トの分子量 MW; 65-70 kDa)
 [73, 75-79]。この分子量から算出された P2Ox の流体力学的分子
半径 RHは、6.2 nm である[75]。また、P2Ox の等電点 pI は、4.2 である[79, 80]。P2Ox は、
グルコースおよびアルドピラノースの C-2 位の酸化反応を触媒化し、対応したケト-糖質を
生成する(Fig. 1-19) [81]と同時に、O2が H2O2へと還元される。 
Machida らは、Coriolus versicolor 種由来の P2Ox の最適 pH および最適温度を調べている
[79]。P2Ox 活性への pH および温度の影響を Fig. 1-20 に示す。P2Ox の最適 pH および最適
温度は、それぞれ pH 6.2 および 50oC である。また、P2Ox の安定性への pH および温度の影
響を Fig. 1-21 に示す。50 oC で 30 分間放置させると pH 5.0-7.4 の範囲では P2Ox は安定であ
る。また、60 oC で 30 分間放置させた後の相対活性は、90%である。しかしながら、70 oC
以上では、ほぼ活性は発現しない。P2Ox 活性への阻害剤の影響を Fig. 1-22 に示す[79]。P2Ox
活性は、Ag+、Cu2+、および p-塩化第二水銀安息香酸の存在によって低下する。また、Ni2+、
Fig. 1-19 Regioselective oxidation of D-glucose into 2-keto-D-glucose 
(D-glucosone, D-arabino-hexos-2-ulose) by P2Ox. In preparative conversions, 
H2O2 is decomposed by catalase. 
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Co2+、o-フェナントロリン、および H2O2 でも阻害が確認される。これは P2Ox がチオール
基を有しており、このチオール基が金属イオンと強く相互作用するためである。また、H2O2
などの化合物は酵素を攻撃する酸化剤になるためである。P2Ox は、ケト-糖質転化中に副生
成物として H2O2を生成する。従って、P2Ox 活性への H2O2の阻害を防ぐために、系内にカ
タラーゼ等を添加して H2O2を分解しなければならない。 
Fig. 1-20 Effects of pH and temperature on the activity of P2Ox from Coriolus 
versicolor KY2912. 
Fig. 1-21 Effects of pH and temperature on the stability of P2Ox from Coriolus 
versicolor KY2912. 
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Fig. 1-22 Inhibition percentage of metal ions and various compounds for the 
activity of Coriolus versicolor KY2912. 
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P2Ox のアミノ酸組成を Fig. 1-23 に示す。P2Ox の活性中心は、バリン（Val）、アスパラ
ギン酸（Asp）、グルタミン（Gln）、ロイシン（Leu）、トレオニン（Thr）およびアルギニン
（Arg）によって構成されている[82]。P2Ox の基質特異性および基質認識を解明するために、
P2Ox を用いた数種類の糖質の酵素酸化が行われている[68, 83]。様々な糖質基質を用いた際
の生成物、P2Ox の相対活性、および収率を Table 1-9 にまとめる。これらのデータから、
Giffhorn らは、酵素-基質相互作用に要する基質の構造的要因を提案している。P2Ox により
認識される基質には、ピラノースの六員環構造が必須である。D-グルコースの N-類縁体で
ある 1-デオキシ-D-デオキシロジリミシンが反応しなかったため、六員環内の酸素原子も結
合に必要である。また、C-2 位にアキシアル水酸基をもつマンノースもまた反応しなかった
ため、C-2 位のエクアトリアル水酸基が重要である。P2Ox への酸化反応メカニズムは、基
質の C-2 位からフラビンアデニンジヌクレオチド(FAD)の N-5 へのプロトン転移である。基
質は FAD の O-4、His-548、および Asn-593 と水素結合することで複合体を形成する[84]。
この際の基質の C-2 位と FAD の N-5 間の最適結合距離は 3.0 Å以内である(Fig. 1-24)。しか
しながら、マンノースのアキシアル水酸基との結合距離は 3.5 Åである。C-N 間の結合距離
および C-H-N の結合角度がエクアトリアル水酸基より大きくなるためマンノースに対して
は、活性が確認されない。従って、P2Ox-基質間の結合モデルは、P2Ox-六員環内の酸素原
子間の弱い結合および P2Ox-基質中の C-2 位水酸基間の強い結合からなる (Fig. 
Fig. 1-23 Amino acid composition in P2Ox from Peniophora sp. 
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Table 1-9 Substrates, products, and efficiencies of the conversions catalyzed by 
P2Ox from Phanerochaete gigantea. The relative activity is related to the 
apparent catalytic efficiency, molecular activity kcat/ Michaelis constant Km. 
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1-25-a)。1-デオキシ-D-グルコース、6-デオ
キシ-D-グルコース、およびキシロースに対
する活性が D-グルコースよりも低下したた
め、C-1 位および C-6 位水酸基も酵素-基質
複合体形成に尐なからず関与していること
は否定できない。3-デオキシ-D-グルコース
が D-グルコースと同程度転化したため、C-3
位水酸基は基質認識にあまり関与していな
い。しかしながら、C-3 位へのかさ高い置換
基および C-3 位のアキシアル水酸基は、立
体障害を引き起こす。これは、3-O-メチル-D-
グルコースが反応しなかったことおよび D-
アロースの反応性が低下したことから推測できる。D-ガラクトースの反応性低下から、C-4
位のアキシアル水酸基も立体障害を引き起こす。興味深いことに、酸化されるはずの C-2
位水酸基を有しない 2-デオキシ-D-グルコースは、C-3 位水酸基が酸化される。この位置選
択性の変化は、六員環内酸素原子のもう一つの自由電子対が酵素と相互作用できるように
基質が回転すると、C-3 位水酸基が活性中心の結合部位と最適な距離に位置する(Fig. 1-25-b)
と推測されている。この結合モデルによる C-3 位選択的酸化は、-メチル-配糖体を基質と
した時も確認される。1, 4 結合をもつ二糖類であるマルトース、セロビオース、およびラク
トースは、加水分解された後 2-ケト-糖質へと転化される。一方、1, 6 結合をもつ二糖類は、
加水分解されずに還元糖側の C-2 位が酸化される。-1, 6 結合をもつゲンチオビオースは、
効率的に 2-ケト-ゲンチオビオースへと転化する。イソマルトースおよびメリビオースのよ
うな-1, 6 結合性二糖類の反応性は乏しい。T. multicolor 由来 P2Ox を用いた場合、-1, 6 結
合性二糖類は効率よく対応した 2-ケト-二糖類へと転化する。ヘキシルのような長鎖アルコ
Fig. 1-24 Active site of P2Ox from 
Peniophora sp. with the lowest 
energy/lowest distance between C-2 
position of substrate and N-5 of FAD 
docking poses of α-D-glucose (yellow) 
and α-D- mannose (red). Cited from 
reference [84]. 
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ール、フェニル、および o-および p-ニトロフェニルが結合した-配糖体は P2Ox によって酸
化されないが、転移反応によって二糖類へと転化される。 
固定化酵素の節で述べたように、GOx は医療診断キットおよびバイオセンサーの分析試
薬として実用化されている。このように GOx は有用であるが、P2Ox は GOx 以上の利点を
いくつかもつ[68, 85]。P2Ox の最大の利点とは、アノマー位に基質認識が関与しないことで
ある。これらの利点をもつ P2Ox をバイオセンサー素子として用いると、D-グルコースの天
然類縁体である 1, 5-アンハイドロ-D-グルシトールの検出が可能となる。1, 5-アンハイドロ
-D-グルシトールは人間の脳脊髄および血清中に多く存在し、1, 5-アンハイドロ-D-グルシト
ール濃度の低下は高血糖症および腎機能障害を引き起こす。従って、P2Ox 固定化バイオセ
ンサーを糖尿病患者の血糖値制御の指標として血清 1, 5-アンハイドロ-D-グルシトール濃度
測定に用いることが提案されている[86-90]。産業プロセスにおけるモニタリングへの P2Ox
の利用もまた検討されている。数種類の固定化オキシダーゼカラムを作製し、オートアナ
ライザーとして用いた。固定化アルコールオキシダーゼ、L-アミノ酸オキシダーゼ、乳酸オ
Fig. 1-25 Models of enzyme-substrate interactions. Two possible binding models 
for substrates of P2Ox are suggested: (a) regioselective oxidation at C-2 position, 
and (b) regioselective oxidation at C-3 position. 
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キシダーゼによる検出は、検出液中の塩濃度に強く依存するが、固定化 P2Ox による検出信
号および応答時間は塩の影響を受けない[91, 92]。さらに、固定化 P2Ox による数種類の糖類
の同時分析では、3%以下の誤差しかない十分な精度を示す[93]。 
このように、P2Ox の为な用途は糖質検出用のセンサー素子であり、ケト-糖質の生産を目
的とした固定化 P2Ox に関する報告はバイオセンサーに比べて多くない。その原因は、生成
物であるケト-糖質の応用性がまだ未確立であるためである。カルボニル基という反応活性
な官能基をもつケト-糖質の有効的な利用法を見出せれば、ケト-糖質大量合成システムの需
要は高まるはずである。 
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1.1.7 加水分解酵素によるエステル交換反応 
リパーゼおよびプロテアーゼは、为にエステル結合の加水分解を触媒作用する酵素であ
るが、有機溶媒中で逆反応すなわちエステル合成やエステル交換等の反応も触媒するため、
産業において最も実用化されている酵素の一つである[94-104]。中でも糖質に脂肪酸エステ
ルが導入されたシュガーエステルは用途が多様であるため、1986 年以来シュガーエステル
の調製は有機合成から加水分解酵素を用いた酵素法へと転換されている[105]。この加水分
解酵素によるエステル交換反応は、糖質中にあらゆる長さの飽和脂肪酸および不飽和脂肪
酸を導入でき、さらにはアミノ酸の導入も可能である[106, 107]。本節では、有機溶媒中に
おける加水分解酵素によるエステル交換反応に影響を与える各種因子について述べる。加
水分解酵素によるエステル交換反応を制御する上で重要な要因は、为に反応媒体、酵素の
種類、脂肪酸エステル基質の種類、および固定化担体の種類である。 
酵素反応によるシュガーエステルの合成には、親水性の糖質および疎水性の脂肪酸ドナ
ーが反応できる媒体が必要となる。糖質および脂肪酸を均一に混合するために、2 種類の合
成戦略が取られている。一つ目は、糖質を疎水性にして用いる方法である。糖質は、フェ
ニルホウ酸との複合体形成[108]、アセタールの形成[109]、およびアセチル化[110]により疎
水化、すなわち油溶化される。この油溶化糖質を脂肪酸に混合してエステル化を行う。こ
の際、脂肪酸自身が溶媒となるため、他の溶媒を用いる必要はない。しかしながら、この
方法は、合成ステップが多く、工業的には不向きである。 
もう一つの方法は、糖質および脂肪酸エステルの両方が溶解する有機溶媒を用いる方法
である[111-113]。用いられる有機溶媒としては、ジメチルスルフォキシド(DMSO)、ジメチ
ルホルムアミド(DMF)、ジメチルアセトアミド(DMAc)、ピリジン、tert-ブタノール、2-メチ
ル-2-ブタノール、およびアセトンなどがある。しかしながら、これら有機溶媒への糖質の
溶解性はあまり高くないため、水/DMF など二成分溶媒中で酵素エステル交換反応を行うこ
とが多い。Kitagawa らは、DMF 中の含水率を変化させて、プロテアーゼ N によるエステル
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交換反応への影響を調べている[114]。その結果、無水 DMF 中でエステル交換するよりも尐
量の水(< 20%)が含有した系の方が、エステル交換が進行することを確認している(Fig. 1-26)。
ただし、含水率が高くなりすぎると加水分解反応の方が支配的となる。また、混合する水
系の pH も加水分解酵素によるエステル交換反応に影響を与える(Fig. 1-27)。酵素懸濁液を
調製する際、水/DMF に直接酵素を懸濁させる場合と一度水に酵素を溶解させてから DMF
に滴下して酵素を沈殿させる場合とでエステル交換活性に違いが現れる。酵素水溶液を
DMF に滴下すると、酵素と結合していた水分子が脱水和されて酵素の変性を引き起こす。
従って、酵素懸濁液を調製する時は、水/DMF に直接酵素を懸濁させる方が望ましい。溶媒
の混合比は、反応選択性にも影響する[115, 116]。DMSO / 2-メチル-2-ブタノール(5 : 95)系で
リパーゼによってスクロースのエステル交換反応をすると、ジエステルの形成が支配的と
なる(Fig. 1-28-a)。対照的に、DMSO / 2-メチル-2-ブタノール(20 : 80)系で行うと、モノエス
テルの形成が支配的となりジエステルの転化率は 1%以下となる(Fig. 1-28-b)。溶媒の疎水度
Fig. 1-26 The effect of water on the enzymatic synthesis of vinyl glucose ester 
catalyzed by protease from Bacillus subtilis in DMF for 7 days. 
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が高いとジエステルの形成が進行しやすく、モノエステルおよびジエステルの選択的合成
が溶媒種によって制御可能となる。加水分解酵素によるエステル交換反応に用いる溶媒の
種類は、最も重要なパラメーターである[111, 117, 118]。 
Fig. 1-27 The effect of pH on the enzymatic synthesis of vinyl glucose ester 
catalyzed by protease from Bacillus subtilis in DMF containing 10% buffer 
solution. 0.1 M Tris-HCl buffer at pH 7.0, 8.1, 9.1; 0.1 M carbonate buffer at pH 
10.2, 11.1; 0.1 M phosphate buffer at pH 11.3, 12.3; and 0.1 M borate buffer at 
pH 8.1, 9.1, 10.1. 
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Fig. 1-28 Kinetics of acylation of sucrose vinyl laurate varying the percentage of 
DMSO in 2-methyl-2-butanol. The biocatalyst was in both cases the lipase from 
T. lanuginosus immobilised on Celite (12.5 ml of Lipolase 100 L g−1 support). 
Conditions for sucrose acylation: 0.03 M sucrose, 0.3 M vinyl laurate, 50 mg ml-1 
biocatalyst, 50 mg ml-1 molecular sieves (3 A), 40 °C. 
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スクロースは、3 つの一級水酸基(C-6 位、C-1’位、および C-6’位)および 5 つの二級水酸
基(C-2 位、C-3 位、C-4 位、C-3’位、および C-4’位)と計 8 つの水酸基をもち、そのすべての
水酸基が官能基導入に有用である。そのため、255 種類もの異性体が生成しうる。加水分解
酵素による糖質のエステル交換反応では、酵素を生産した菌体の種類に依存して様々な異
性体が合成される(Fig. 1-29)。T. lnuginosus 由来のリパーゼは、C-6 位水酸基に選択的にエス
テル基を導入する [115]。Pseudomonas sp. [111] および M. miehei [119]由来のリパーゼもま
た 6-モノエステルを選択的に合成する。Candida antarctica 由来のリパーゼは、効率よくス
クロースエステルへと転化するが、2 つのモノエステル(6-および 6’-)を等比率で生成する
[120]。スクロースの水酸基の化学的反応性は、多くの条件下で 6-OH > 6’-OH > 1’-OH > 二
級 OH という順番である[121]。しかしながら、数種類のプロテアーゼは、C-1’もしくは C-2
Fig. 1-29 Reported regioselectivity by lipases and proteases in the acylation of 
sucrose. 
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位水酸基にエステル基を導入できる[111-113, 122-128]。有機合成では、C-1’もしくは C-2 位
水酸基への位置選択的エステル基導入は、C-6 位への導入に比べて非常に困難であるため、
加水分解酵素を用いた酵素法は、魅力的な合成法である。 
加水分解酵素を用いたエステル交換反応は、脂肪酸-酵素複合体を介して進行する[129]。
そのため、エステル基質(脂肪酸基および脱離基の両方)の種類は、反応性に重要な影響を及
ぼす。炭素数 C4 の酪酸から C12 のラウリン酸ドナーを用いると、脂肪酸鎖が長くなるにつ
れて転化速度が劇的に低下する(Fig. 1-30) [130]。脱離基の影響に関しては、Wang らが、ビ
ニル基をもつ脂肪酸ビニルを用いると脂肪酸アルキルに比べて転化速度が 20-100 倍速くな
ることを報告している[131]。これは、副生成物として得られるビニルアルコールが低沸点
性のアセトアルデヒド(b.p.: 20.2oC)へとエノール互変異性して、平衡がエステル交換反応側
へと傾くためである(Fig. 1-31)。しかしながら、数種類の菌体由来のリパーゼ(例えば Candida 
Fig. 1-30 Initial specific reaction rates of C. antarctica lipase B-catalysed 
synthesis of 6’-O-acyl maltose ester as effected by acyl donor chain length. 
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rugosa および Geotrichum candidum)がアセトアルデヒドに接触すると失活するという報告
[132]もあるため、アセトアルデヒドの効率的な除去が必要である。ビニルエステル以外に
も、トリハロエチルエステル[112]、無水脂肪酸[133]、オキシムエステル[134]、およびプロ
トン(すなわち脂肪酸自身) [135]などでの酵素エステル交換反応が確認されている。 
有機溶媒中に懸濁した酵素は、タンパク質間相互作用により凝集しやすいため、固定化
酵素は有機溶媒中の酵素反応に適した技法である。この合成に用いる固定化酵素は従来の
水系での使用とは異なるため、より精密な固定化設計を必要とする。通常、固定化酵素の
活性は、その溶解性酵素の活性に务る。固定化リパーゼも、水溶液中での加水分解反応に
対する活性は溶解性リパーゼよりも低下する。しかしながら、有機溶媒中での反応という
特殊な条件下では、効果的な固定によりリパーゼの安定性が向上し、固定していないリパ
ーゼよりも活性を示す。Plou らは、種々の固定化法を用いて T. lanuginosus 由来リパーゼに
よるスクロースラウレートの合成を行っている[108, 136]。検討した固定法は、ポリプロピ
レン(Accurel EP100)への吸着法、Eupergit C への供給結合法、およびシリカ造粒法の 3 種類
である。Eupergit C に固定したリパーゼは、ほとんど活性を示さない。Accurel EP100 に固定
したリパーゼは、反応初期段階で高い活性を示すが、30 分後 6-O-モノエステルの転化率は
低下して、6, 6’-もしくは 6, 1’-O-ジエステルへと転化される(Fig. 1-32-a)。6-O-モノエステル
転化に対して最も高い選択性を示すのは、シリカ造粒化リパーゼである(Fig. 1-32-b)。これ
Fig. 1-31 Enol tautomerization of vinyl alcohol as by-product during 
esterification of sugar with fatty acid vinyl ester. 
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Fig. 1-32 Kinetics of the acylation of sucrose with vinyl laurate using lipase from 
T. lanuginosus immobilized by: (a) adsorption on accurel EP100, and (b) 
granulation with Sipernat 22. Eupergit C immobilised lipase showed a very low 
activity. 
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ら反応性および選択性の違いは、担体の粒子径や比表面積といった形状が原因であると推
測している(Fig. 1-33)。シリカ造粒法は、300-1,000 m と小さな顆粒および高い酵素活性効
率が得られ、他の酵素にも応用可能な新規固定化酵素法である。この酵素含有シリカ顆粒
は沈降しやくすく、回分式および連続式のどちらにも適用できる。 
加水分解酵素を用いたシュガーエステルの合成は、基質特異性、位置選択性、および穏
和な条件下での高触媒効率という特性をもち、グリーンケミストリーの観点からも非常に
興味深い技術である。また、近年セルラーゼなどの糖質加水分解酵素も有機溶媒中で逆反
応、すなわち多糖類重合反応を触媒作用することが分かってきた[137]。DNA の遺伝子組み
変え技術が発達してきている今、有機溶媒中で高い活性を示す有機溶媒耐性酵素の開発も
可能となってきた。今後さらに多くの酵素が有機溶媒中で触媒作用を示すことに期待した
い。 
 
Fig. 1-33 Scanning electron micrographs of the supports used for immobilisation 
of T. lanuginosus lipase. Cited from reference [101]. 
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1.2 糖質 
糖質は動物、植物および微生物中に広く分布し、地球上で最も多量に存在する有機化合
物の一群である。糖質の生体内における役割として、デンプンおよびグリコーゲンは、グ
ルコースやスクロース同様に为要なエネルギー源となる。さらにセルロース、ヘミセルロ
ース、およびキチンは生物体を支え、骨格を形づくる構築物質となっている。アミノ糖を
含むムコ多糖はタンパク質と結合して軟骨およびその他動物の結合組織の細胞間質を構成
している。また、遺伝やタンパク質合成に重要な核酸においても糖は为要な構成成分の一
つである。そして、細胞表面や細胞間質に分布する糖タンパク質、糖脂質、およびムコ多
糖が細胞相互の識別、細胞分化、および免疫などに関与し、糖質の構造と生体機能との関
係が明らかとされている。本項では、糖質の生体機能とは異なる工学的機能およびその用
途についてスクロースを中心に概説する。 
 
1.2.1 スクロケミストリー 
スクロース(Fig. 1-34)は、グルコースおよびフルクトースのアノマー炭素同士が-1,2結合
した天然二糖類であり[138-141]、为にサトウキビやテンサイから工業的スケール(1.5億
t/2006年)で生産されている。スクロースは、安価、高純度、および化学的高活性という特性
から、食品用途だけでなく医薬品および工業用品として用いられる。このスクロースを原
料として新規物質・材料を創り出す研究分野は、石油化学(Petrochemistry)を模してショ糖化
学(Sucrochemistry)と呼ばれている。スクロースは再生可能な植物資源であるため、枯渇が懸
念される石油由来の製品を代用する有用な工業製品原料である。有機合成においても、ス
クロース分子の構造の複雑さや官能基の豊富さから興味深い出発物質である。 
スクロケミストリーの基本概念は、スクロースの反応性および位置選択性の制御である。
炭化水素とは異なり、スクロースは構造が複雑であり、多官能性分子であり、化学的に反
応活性である。従って、スクロース中の複数の水酸基の相対的反応性を把握することおよ
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びその複数の水酸基の中から反応位置を制御することは最も重要なことである。スクロー
スを原料としたスクロース誘導体の合成には、産業的価値という観点から反応の複雑性お
よび副生成物の生成を防ぐことが求められる。これは、保護-脱保護反応工程等を含まず1
段階で合成できることおよび単純な精製で単離できることを意味する。 
スクロースは、グリコシド結合が酸により容易に影響を受ける非還元糖である。この結
合は、pH 4以下で素速く加水分解されるため、スクロース誘導体合成に対して酸触媒を用い
るのは適さない。一方で、非還元糖であるということから塩基存在下ではメイラード反応
などの副反応は起きず安定である。天然に存在する非還元糖は、スクロースおよびトレハ
ロースの2種類のみである。ヘミアセタール結合が選択的に反応部位となるグルコースと異
なり、スクロースの場合は水酸基が反応対象となる。すべての水酸基の相対的反応性は、
合成手法および反応条件に依存して、置換率および位置選択性は異なる。この置換率およ
び位置選択性は、生成物の特性やその用途を決定付ける重要な要因である。 
スクロースの立体構造は、グルコース部位とフルクトース部位の水酸基間で形成される
分子内水素結合ネットワークにより決定する[142-144]。固体状態のスクロースでは、フル
Fig. 1-34 Structure of sucrose, -D-fructofuranosyl -D- glucopyranose and 
atom numbering . 
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クトースのOH-1’とグルコースO-2間およびフルクトースのOH-6’とグルコースのピラノー
ス環酸素原子間で水素結合を形成する(Fig. 1-35-a)。一方、溶液中では、フルクトースのOH-6’
とグルコースのピラノース環酸素原子間の水素結合は開裂して、OH-1’とO-2間およびOH-3’
とO-2間の水素結合の平衡状態を保つ(Fig. 1-35-b and c)。このOH-1’とO-2間の水素結合によ
る水中での水酸基の立体構造は、1H NMRによって確認されている[145-148]。これらの水素
結合により、すべての水酸基の中でOH-2は、比較的高い酸性度を示す。OH-2の酸性度は、
置換反応後の位置異性体の分布により推論することができる[149]。一般に、分子静電的ポ
テンシャル(MEP)は、以下の式により表わされる。 

 

n
1
)(MEP
i
i
i
rr
q
r   (1.1) 
ここで、nおよびriは、それぞれ原子の個数および位置ベクトルである。また、qiは、原子の
部分電荷である。Lichtenthalerらが算出した異なる立体構造を形成するスクロース(Fig. 
1-35-b and c)のMEP分析結果をFig. 1-36に示す[150]。紫色から赤色になるにつれて負電荷か
ら正電荷を表す。OH-2の部分は、赤色に覆われ、スクロース中で最も酸性度が高い。様々
Fig. 1-35 Conformational behavior of sucrose (a) in the solid state, and (b and c) 
in the solution. 
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な測定法により、スクロースのpKa1およびpKa2は、それぞれ12.4-12.8および13.5-13.7と報告
されている[151-156]。一般に、アキシアル酸素原子に隣接するエクアトリアル水酸基は、
高い反応性を示す[157]。もちろん、OH-6等の一級水酸基の反応性も無視できない。従って、
位置選択的なスクロース誘導体の合成には、適切な反応条件の設定が必要となる。次項で
は、反応条件を制御したスクロースの位置選択的エーテル化およびエステル化の実例につ
いて述べる。 
エーテル基は高い安定性をもつため、保護-脱保護反応を用いないスクロースのエーテル
化は、各水酸基の反応性をそのまま反映した位置異性体が生成される。従って、エーテル
化は、スクロース中の水酸基の反応性を議論するには最適な反応である。水素化ナトリウ
ム存在下でスクロースとベンジルブロミドを反応させると2-O-ベンジル-スクロースが80%
得られる(Fig. 1-37) [150, 158]。残りの20%は、1’-および3’-O-モノ異性体である。しかしなが
ら、クロロトリメチルシランのようなかさ高い求電子試薬を用いると、OH-6およびOH-6’
の一級水酸基が優先的であるが、立体障害により同じ一級水酸基でもOH-1’には導入されな
い[159, 160]。この3つの一級水酸基をすべてトリシリルエーテル化するには、求電子試薬と
してtert-ブチルジフェニルシリルクロライド(TBDPSCl)を大過剰用いると可能となる[161]。
Fig. 1-36 Representation of the molecular electrostatic potential (MEP) profiles 
of sucrose conformers on the corresponding contact surfaces in a 16-color code 
ranging from violet (most negative potential) to red (most positive potential) in 
relative terms. Cited from reference [150]. 
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1.1倍等量のTBDPSCl存在下では、6’-モノエーテルが位置選択的に得られる(Fig. 1-38)。この
反応は、一級水酸基の保護反応として用いることができる。 
トリチル化は、シリル化の代用として用いられる反応である。スクロースのトリチル化
は、大過剰クロロトリフェニルメタン(TrCl)を加えて加熱することで反応が進行し、1’, 6, 6’-
トリ-O-トリチル-スクロースのみが79%の収率で得られる(Fig. 1-39) [162]。室温で反応させ
ると、6, 6’-ジ-O-トリチル-スクロースも副生成物として得られる[160, 163]。TrClが十分な量
(2倍等量以下)を添加しないと、6-および6’-モノエーテルが得られる[159, 164]。 
Fig. 1-37 Preperential benzylation at OH-2 in sucrose. 
Fig. 1-38 Partial silylation of sucrose using tert-butyl diphenylsilyl chloride. 
Fig. 1-39 Partial tritylation of sucrose using chlorotriphenylmethane. 
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両親媒性ハイドロアルキルエーテルは、塩基存在下DMSO中で直鎖アルキル末端エポキシ
ドとの反応により得られる。この反応は、スクロースのC-2およびC-1’位で为に起こる。同
様の反応を水中で行う際には水分子による溶媒和が懸念されるが、C-2およびC-1’位が置換
されたモノエーテルが50%以上生成できる(Fig. 1-40) [165]。この位置選択性は、前述した
OH-1’とO-2間の水素結合による水中での水酸基の立体構造とも一致する。四級アミンやア
ンモニウム樹脂は、エポキシドを用いたスクロースエーテル合成における有用な触媒であ
り、反応系の不均一化により生じる問題点を解消する[166-168]。この反応における位置選
択性は、HPLCおよびNMRを用いてスクロースおよびトレハロースで比較されている(Table 
1-10) [168]。スクロースにおいてはC-2位が最も高い反応性を示す。一方で、トレハロース
のC-2位の反応性は24%とスクロースに比べて低い。 
Fig. 1-40 Regioselective etherification of sucrose at C-2 in water using 1, 
2-epoxydodecanes. 
Table 1-10 Regioisomeric distribution of hydroxydodecyl ethers for sucrose and 
trehalose. 
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他にも、塩基水溶液中でのプロピレンオキシドとスクロースの反応では、2-ヒドロキシプ
ロピルスクロースエーテルが得られる[169]。同様の反応条件でグリシドールとの反応によ
り、グリセロール-スクロース複合体が得られる。ジエポキシドを用いれば、ポリスクロー
ス樹脂を調製できる[170]。スクロースのカルボキシメチル化は、塩基性条件下水中もしく
は水/2-プロパノール中でクロロ酢酸ナトリウムとの反応により進行する[171]。この場合も、
エポキシドやアルキルハロゲンの時と同様にC-2位に導入されやすい位置選択性を示す。 
スクロースエステルの特性は、エステル基の置換率および導入位置に強く依存する。従
って、置換率および導入位置における選択性を制御することは、様々な分野で用いるため
に重要である。しかしながら、エーテル基と異なり、エステル基は様々な条件下で不安定
で分子内エステル転移等も起こるため、生成物の分布が水酸基の相対的反応性と必ずしも
一致しない。エステル化およびエステル交換を強塩基条件下で行う時、一級水酸基に導入
されたエステルの混合物が为な生成物となる。2倍等量の塩化ピバロイルとスクロースの反
応では、ジピバル酸6, 6’-スクロースエステルが得られる(Fig. 1-41) [141]。塩化ベンゾイルと
スクロースの反応は、C-6位で優先的に起こる[172]。エステル試薬の量を調節して低温(-40oC
程度)で反応すれば、高収率にC-6位のみを位置選択的にアセチル化できる(Fig. 1-42-A) [173]。
ジブチル酸化スズなどのスズ誘導体は、C-6位への位置選択的なアセチル化を触媒作用する
(Fig. 1-42-B) [174, 175]。スズ含有ポリマーを用いても同様の触媒効果が得られる[176]。スク
ロースのエステル化にMitsunobu反応を用いると6-および6’-モノエステルが生成でき、6-お
よび6’-モノエステルの生成速度の違いを利用して6-モノエステルのみの合成も可能である
Fig. 1-41 Partial esterification of sucrose using pivaloyl chloride. 
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(Fig. 1-43) [177-179]。Mitsunobu反応は、スクロースリン酸エステルおよびスクロースホスホ
ン酸エステル合成にも有用である[180, 181]。 
N-チアゾリジン-2-チオンおよびイソシアネート(Fig. 1-44)を脱離基にもつエステル試薬
を用いると、二級水酸基への位置選択的なエステル化が可能となる[179, 182, 183]。C-2位に
導入された脂肪酸エステル中のアルキル部位は、スクロース骨格に対して垂直方向に位置
することがNMRにより確認されている
[184]。C-2位への位置選択的なエステル化
は、トシル化の際にもまた確認されている
(Fig. 1-45) [185]。ただし、位置選択的なス
クロースのトシル化は反応に90日間と長
い時間を要する。スクロースと金属イオン
の錯形成を利用したエステル化も報告さ
Fig. 1-43 Mitsunobu esterification of sucrose using triphenyl phosphate and 
diisopropylazodicarboxylate. 
Fig. 1-44 Structure of acylating reagents 
to induce regioselective esterification. (a) 
3-acyl thiazolidine -2-thiones and (b) acyl 
isocyanate. 
Fig. 1-42 Partial acetylation of sucrose. Route A; using acetic anhydride at low 
temperature, and route B; using dibutyltin oxide. 
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れている[186]。予めコバルトおよびマンガン-スクロース錯体を形成しておき、そこに低温
で無水安息香酸を添加すると、C-3’位を位置選択的にエステル化できる。また、“加水分解
酵素によるエステル交換反応”の項(1.1.7)で述べたように、酵素反応を用いても位置選択的
なスクロースエステルの合成が可能となる。 
Fig. 1-45 Partial tosylation of sucrose using N-(p-toluenesulfonyl) imidazole. 
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1.2.2 デキストラン 
デキストランとは、50-97%の-1, 6 グリコシド結合をもつグルコースのホモポリマーであ
る(Fig. 1-46) [187]。このデキストランは、-1, 2、-1, 3、および-1, 4 グリコシド結合の枝
分かれをもつ。枝分かれ度は、デキストランを生成する細菌株の種類に依存する[188]。異
なる細菌株から生成したデキストランの結合様式の比率を Table 1-11 [189-196]に示す。
Leuconostoc mesenteroide NRRL B-512F 株から生産したデキストランは、産業的に最も用い
られている。Streptococcus 属は口内細菌であり、-1, 3 不溶性グルカンであるムタンと一緒
に歯垢の成分としてデキストランを生産する。口内でデキストランおよびムタンが細菌の
増殖場とするために生産されているという発見[197, 198]は、デキストランが in vitro での細
胞培養場として用いられるきっかけである。 
デキストランも含め多糖類は多くの水酸基を有するために、多糖類-水分子間および多糖
類-多糖類間で水素結合を形成する。この水素結合は、多糖類の立体構造に対して重要な役
割を果たし、その立体構造が多糖類の物理的特性を決定する。多糖類-水分子間水素結合に
よる水和性をもつアミロース(-1, 4)は水溶性である。また、アミロースは分子内水素結合
により-ヘリックスの二次構造をとり、その内空にヨウ素などの分子を取り込むことができ
る。一方、多糖類-多糖類間水素結合による結晶性をもつセルロース(-1, 4)は不溶性である。
この多糖類間水素結合が生みだす高い機械的強度により、セルロースは様々な機能性材料
母体となる。デキストランの水素結合特性はアミロースに近く、高い水溶性を示す。これ
は、共通した-結合という結合様式に起因する。さらに、デキストランは、アミロースの
1, 4 結合とは異なり、1, 6 結合であるため回転中心に C-6 位(-CH2-)をもつ。従って、回転中
心がエーテル部位しかないアミロースに比べて、デキストランの自由度は高く、より柔軟
な立体構造をもつと推測できる。 
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Fig. 1-46 Part of the -(1, 6)-linked glucose main chain of dextran with 
branching points in 2-, 3- and 4-positions. 
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 Table 1-11 Percentages of different glycosidic linkages in dextran of different 
bacterial strains obtained by methylation analysis. 
第 1 章 緒 言 
59 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
デキストランの定性分析には、旋光度測定、赤外吸収スペクトル(IR)測定、および過ヨウ
素酸酸化反応が有効である。さらに詳細なデキストランの構造決定をするならば、メチル
化分析を行うことが必要である[199]。まず、メチルスルフィニルカルバニオンナトリウム
で活性化後、ヨードメチルで水酸基をメチル化する(Fig. 1-47)。次に、メチル化デキストラ
ンを対応したメチル化モノマーへと加水分解して、還元、部分アセチル化を経てアルジト
ールアセテートを生成する。得られたアルジトールアセテートをガス液体クロマトグラフ
ィー-質量分析(GLC-MS)によって特定する。Leuconostoc mesenteroide NRRL B-512F 株から生
成したデキストラン中の側鎖の長さをアルカリ処理により調べると、1 連結、2 連結、およ
び 2 連結以上が、それぞれ 40%、45%、および 15%存在している[200]。 
デキストランはスクロースから生成されるため、食品製造や砂糖精製における面倒な混
入物質であった[201]。1861 年、Pasteur は、ワイン中の混入物質が微生物によって生産され
ていることを発見した。Scheibler (1874 年)は、この混入物質が(C6H10O6)nの化学式をもつ多
Fig. 1-47 Methylation analysis with subsequent GLC-MS for structure 
determination of dextran demonstrated for an -(1, 6)-linked glucose unit. 
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糖類であると特定し、“デキストラン”と名付けた。その後、Van Tieghem (1878 年)は、デキ
ストラン生産菌の単離に成功し、その菌を Leuconostoc mesenteroide と命名した。デキスト
ランに対する科学的関心は、代替血漿としての役割を見つけてから高まった。そして 1954
年、Jeanes らは、スクロースからデキストランを生産する Leuconostoc および Streptococcus
由来株を 96 種類発見した。その中の Leuconostoc mesenteroide NRRL B-512F 株は、市販のデ
キストラン生産に用いられ、現在西ヨーロッパを中心に年間 2,000 t が製造されている。 
デキストランは、無色および無味の固体である。そして基本的にアモルファス状である。
しかしながら、120-200oC の温度範囲の水/ポリエチレングリコール(PEG)混合溶媒中で木摺
状の形状をもつ単結晶を得ることができる[202]。この結晶は、非対称な 2 本のデキストラ
ン鎖間のグルコース残基で単位結晶をもつと電子線-X 線結晶解析により確認された[203]。
-1, 6 グリコシド結合は鎖の柔軟性を付与し、水、DMSO、DMA/LiCl、ホルムアミド、エ
チレングリコール、およびグリセロールと様々な溶媒への溶解を可能にする[201, 204]。デ
キストランの分子量は、溶解性に影響を与える。40 kDa のデキストラン水溶液(10%)は、長
期保存すると沈殿が生じる[205, 206]。低分子量のデキストラン(6 kDa)でも、50%以上と高
濃度になるとゾル-ゲル転移を引き起こし、結晶化が誘導される[207]。 
デキストラン水溶液の粘度は、分子量および濃度に依存する。低濃度のデキストランは、
ニュートン流体である。デキストランの粘度と分子量の関係を Fig. 1-48 に示す。デキスト
ランは、低濃度溶液中でランダムコイル状構造をとることが X 線小角散乱(SAXS)により確
認されている[205, 208]。重なり合い濃度以上になると、個々のデキストラン鎖同士が絡み
合い、ネットワーク構造を形成する[209]。その結果、高濃度のデキストラン溶液は非ニュ
ートン流体挙動を示す。回転半径(RG)は、溶液中でのデキストラン分子のサイズを推算する
のに有用なパラメーターである。デキストランの RG は、分子量が増加するにつれて増加す
る(Fig. 1-49) [210]。同様に、デキストランの流体力学的半径(RH)も数多く調べられており、
RHもまた分子量が増加するにつれて増加する(Fig. 1-50) [211-215]。 
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Fig. 1-48 Dependence of viscosity of dextran fractions on concentration at 25oC. 
Fig. 1-49 Radius of gyration (RG) of dextran obtained from Leuconostoc 
mesenteroide NRRL B-512F as a function of molecular weight. 
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 デキストランの旋光度および固有粘度は、分子量 2 kDa (重合度 n: 12)を境に劇的に変化す
る[216]。蒸気圧浸透圧法により測定した第 2ビリアル係数もまた同分子量が臨界点となる。
これらの変化は、オリゴマーからポリマーへの立体構造遷移が原因である。Gekko らは、圧
縮率法によりデキストランの水和の分子量依存性を調べている(Fig. 1-51) [217]。オリゴマー
領域では、デキストランの水和量は、分子量が増加するにつれて低下する。これは、デキ
ストランの分子量が増加するにつれて棒状立体構造(オリゴマー)からランダムコイル状構
造(ポリマー)へと変化し、内部に位置するグルコース残基が水和できないためである。従っ
て、高分子量をもつデキストランの立体構造を変化できれば、多くの水分子を取り込むこ
とができる。医療用材料においては、界面付近の水の構造が生体適合性の発現に大きく影
響しているため、材質となるポリマーの水との相互作用(水和)は非常に重要である。 
また、Gekko らは、イオン性デキストラン誘導体を合成し、ポリマー鎖が占める体積を測
定している[218]。合成したイオン性デキストラン誘導体は、カルボキシメチル-デキストラ
Fig. 1-50 Hydrodynamic radius (RH) of dextran as a function of molecular 
weight. 
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ン(CMD)、デキストラン硫酸(DS)、スルホプロピル-デキストラン(SPD)、およびデキストラ
ンリン酸(DP)である。水和による体積変化Vtは、イオン性官能基の置換率が増加するにつ
れて減尐する(Fig. 1-52)。この直線的減尐は、電荷密度が電歪による水和量を増加させたこ
とを意味する。イオン性デキストラン誘導体の水和力は、以下の通りである。 
CMD < DS < SPD < DP 
DS および SPD を比較すると、Vtに差(-7.5 cm
3)が見られる。これは、SPD 中のプロピレン
基(CH3CH2CH2-)による疎水性水和に起因する。この値は、低分子量のモデル分子を用いて
測定した疎水性水和量-2 cm3/mol CH2とも一致している。従って、デキストランへの官能基
の導入は、水和力を向上させる場合がある。 
Maeda らは、振動分光法により様々なポリマー溶液の分子振動を測定し、高分子鎖の存在
によって生じるモノマーユニット当たりの水分子間の水素結合の欠損数(N)を推算している
[219, 220]。種々の水溶性ポリマーについて N 値を比較すると、ポリビニルピロリドン = ポ
Fig. 1-51 Molecular weight dependence of bound water with dextran at 25°C. 
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リエチレングリコール < ポリ-N-イソプロピルアクリルアミド < デキストラン < ポリア
クリルアミド < ポリアクリル酸 < ポリアリルアミン塩酸塩 < ポリアクリル酸ナトリウ
ムの順に大きい(Table 1-12)。N は比較的疎水性が高いものでは小さい値を、親水部の割合が
高いものや解離基をもつものでは大きな値をとる。このことより、疎水部周辺では水分子
間の水素結合が促進され、逆に親水部および対イオン周辺では水素結合が破壊されている
ことがわかる。 
デキストランは、分子量および枝分かれ度に依存して血清学的反応特性を示す[221, 222]。
分子量を 40-100 kDa に制御したクリニカル-デキストランは、アルブミン誘導体に比べて安
価であり、血漿と同じ程度の粘性および浸透圧をもつため代替血漿として有用である[223]。
さらには、血流促進および赤血球凝集の抑制効果も報告されている[201, 224]。静脈注射に
より投与されたクリニカル-デキストランは、低抗原性である。特に、NRRL B-512F 株から
生産されたデキストランは、枝分かれ度が低いため血清学的用途に有用である。 
Fig. 1-52 Relation between the total volume change due to hydration and the 
degree of substitution of ionic groups for dextran derivatives. 
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 デキストラン鉄は、獣医学における貧血治療薬に用いられている[225]。このデキストラ
ン鉄複合体は、アメリカで Infed®という商品名で認可されている[226]。さらに、デキスト
ラン鉄コロイド（フェルカルボトラン）含有造影剤を用いることで、核磁気共鳴映像法(MRI)
技術が格段と発展した[224]。デキストラン硫酸(Fig. 1-53-a)は、ヘパリン(Fig. 1-53-b)と同様
に-脂質タンパク質と相互作用できるため、ヘパリンの代用物として抗凝血性治療に用いら
れている[227]。さらに近年、デキストラン硫酸がもつ逆転写酵素活性に対する阻害作用を
利用して抗ウィルス薬とする研究が進められており、近い将来ヒト免疫不全ウィルス(HIV) 
治療の発展が期待されている[228, 229]。日本では、20 年間以上も動脈硬化に対して経口デ
キストラン硫酸を用いている。 
Table 1-12 N values of various polymers. 
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デキストランはエピクロロヒドリンにより架橋でき、ビーズ(Sephadex®)を形成する[230]。
Sephadex®は、ゲルろ過カラムの充填剤として用いられる。カルボキシルメチル(CM)基、ジ
エチルアミノエチル(DEAE)基、ジエチル 2-ヒドロキシプロピルアミノエチル(QAE)基、お
よびスルホプロピル(SP)基を導入したイオン交換性 Sephadex®も Amersham Pharmacia 
Biotech, Inc.から販売されている。他にも、デキストランは、PEG と水性二相系を形成し、
有機溶媒を用いない溶媒抽出として分離分野において重要な成分である[231]。 
Leuconostoc mesenteroide は米国食品医薬品局(FDA)から安全食品認定(GRAS)の菌体であ
るにもかかわらず、デキストランはヨーロッパおよびアメリカで食品添加物として認可さ
れていなかった[201]。しかしながら、1997-2002 年にパン製造における食品添加物としての
特許[232, 233]が許諾され、食品添加物へのデキストランの使用が緩和された。デキストラ
ンは、生体適合性、保水性、および安定性をもつため、食品および化粧品産業の原料とし
ても有用である。デキストランをパンの原料に加えると、出来上がったパンの柔らかさ、
食感、およびボリュームは向上する。また、臨床栄養剤、果糖シロップ、アイスクリーム
等への食品添加物としてだけでなく、乳化剤、増粘剤、セメント、製紙の解膠剤、石油の
二次回収、土壌改良剤、外科用縫合材料と、デキストランおよびその誘導体には様々な用
途がある[234]。 
 
Fig. 1-53 Structures of (a) dextran sulfate and (b) heparin with a highly-sulfated 
glycosaminoglycan. 
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1.2.3 シュガーエステル 
スクロース脂肪酸エステルの为な用途は食品添加物であり、その安全性に関しては国際
機関(FAO/WHO食品添加物専門家合同委員会)において高く評価されている[235]。日本にお
いても1959年に食品添加物として認可され、医薬品添加物規格・医薬部外品原料規格にも
収載されている。スクロース脂肪酸エステルは、糖質を親水基に、脂肪酸を疎水基とする
非イオン性界面活性剤とみなすことができる。スクロース脂肪酸エステルの生産において
は、有機合成による化学法(1.2.1)および加水分解酵素の逆反応による酵素法(1.1.7)の両方が
用いられている。産業的に製造されているスクロース脂肪酸エステルのほとんどは、モノ
エステル、ジエステル、およびトリエステルの混合品であり、エステル化度や脂肪酸の長
さの違いにより性質が異なるスクロース脂肪酸エステルとなる。スクロース脂肪酸エステ
ルの为な脂肪酸部位は、ラウリン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、およびオレイン酸で
ある。脂肪酸の所在および特性をTable 1-13に示す[236]。生体への安全性から、ステアリン
酸スクロースは最も広く用いられ、乳化剤用途を中心に利用されている。また、洗浄剤用
途には、比較的起泡性が高いラウリン酸スクロースが使用される。 
界面活性剤が水溶性を示すかどうかは、重要な特性である。特に、スクロース脂肪酸エ
ステルのような非イオン性界面活性剤の場合、その親水性と疎水性のバランスが重要とな
る。界面活性剤の親水度を表す指標をHLB (Hydrophile- Lipophile Balance)といい、以下の式
で算出される[237]。 
20
moiety chydrophobi of  moiety  chydrophili of 
moiety chydrophili of 
5
100
surfactant ionic-non of 
moiety chydrophili of 
  HLB
WW
W
W
W




MM
M
M
M
  (1.2) 
このように、非イオン性界面活性剤のHLBは0-20の数値で表され、親水度が高いほどHLB
の値は高くなる。スクロース脂肪酸エステルに関して言えば、エステル化度が低いもしく
は脂肪酸の長さが短いものほどHLB値が高く、水溶性を示す。代表的なスクロース脂肪酸 
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エステルの水および親水性溶媒への溶解性をTable 1-14に示す[235]。脂肪酸鎖が長いスクロ
ース脂肪酸ポリエステルは、水溶性というよりもむしろ油溶性を示す。界面活性剤は水に
添加されると、ある濃度から脂肪酸鎖等の疎水基を内側に親水基を外側に配向した球形も
しくは楕円形の分子集合体(ミセル)を形成する[238]。この時ミセルを形成し始める界面活性
剤濃度を臨界ミセル濃度(CMC: Critical Micelle Concentration)といい、HLBと同様に界面活性
剤の溶解特性を評価する上で重要な指標となる。代表的なスクロース脂肪酸エステルの
CMCをTable 1-15に示す[239-245]。 
スクロース脂肪酸ジエステルおよびトリエステル水溶液の粘度は40-60oCで極大値をもち、
高粘度領域では非ニュートン流体である(Fig. 1-54) [246]。これは、モノエステルが水に難溶
性のジエステルおよびトリエステルと共にミセルを形成することで流体力学的サイズが大
Table 1-14 Solubilities of sucrose esters in water and hydrophilic solvents. 
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きくなり、さらに高温ではミセルが崩壊することに起因する。Yamamotoらは、パルミチン
酸スクロースに他の両親媒性物質を添加してミセルを形成すると、著しい増粘効果が得ら
れると報告している[247]。スクロース脂肪酸エステルを溶解したグリセリン等の多価アル
コールに植物性油を分散させると透明なゲルを形成できる。このゲルは、乳化剤の1,000倍
程度の油剤を保持でき、自己乳化性を示すことから非水乳化法として利用されている。ス
Table 1-15 Critical micelle concentrations of sucrose monoesters. 
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クロース脂肪酸エステルのゲル化は、水素結合および疎水性相互作用によって形成する分
子会合体が系内で網目状に広がることによって引き起こる[248]。 
 スクロース脂肪酸エステルの界面活性剤としての性能の一つに表面張力低下能がある。
この表面張力低下能は、脂肪酸鎖の長さが短くエステル化度が低くなるにつれて向上する。
高HLBのスクロース脂肪酸エステルの表面張力低下能は、一般の非イオン性界面活性剤と
同等の性能を示す(Table 1-16) [246]。このスクロース脂肪酸エステルの表面張力低下能が最
も発揮されるのが、乳化作用である。乳化には、油の中に水を乳化させるW/O型と、水の中
に油を乳化させるO/W型がある。一般に、W/O型乳化には低HLBの界面活性剤が、O/W型乳
化には高HLBの界面活性剤が使用されている。食品用界面活性剤の中で高HLBの界面活性
剤はあまり多くない。スクロース脂肪酸エステルは、数尐ない食品用高HLB界面活性剤で
あるため、O/W性食品の乳化には最も適している[249]。 
 
Fig. 1-54 Viscosity of commercial averable sucrose polyester, DK ester F100, 
solution as a function of temperature. 
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起泡力は、一般に構成脂肪酸鎖が短くなるにつれて増加し、特に炭素数12のラウリン酸
を構成脂肪酸とするエステルの起泡性は優れている[250]。これはスクロース脂肪酸エステ
ルにおいても同様である。スクロース脂肪酸エステル水溶液の起泡力への構成脂肪酸鎖の
長さの影響をFig. 1-55に示す。ここで、起泡力(mm)は、発生した泡の界面からの高さで表わ
される。ラウリン酸よりも鎖長が短いカプリル酸スクロースでは、起泡力が低下している。
これは、疎水基である脂肪酸鎖が短くなりすぎて安定な泡膜が形成されないためと考えら
れている。スクロース脂肪酸エステルの起泡性は他の非イオン性界面活性剤に比べると低
いが、環境に対して安全という観点からも洗剤の成分として用いられている。 
スクロース脂肪酸エステルが形成するミセル内部は、バルク相(水相)よりも疎水性である
ため、CMC以上のスクロース脂肪酸エステル水溶液中に、水に不溶もしくは難溶な物質を
添加すると疎水性雰囲気であるミセル内部に取り込まれ疑似一液相となる。このような現
象を可溶化と呼ぶ[238]。特に、染料や香料の多くは溶解度が1% (w/w)以下と水に難溶であ
るため、これらの可溶化にスクロース脂肪酸エステルが用いられている。例として、染料
1-(o-トリルアゾ)-2-ナフトール(オレンジOT)の可溶化への構成脂肪酸鎖の長さの影響をFig. 
1-56に示す[250]。オレンジOTの可溶化量は、スクロース脂肪酸エステル中の脂肪酸鎖が長 
Table 1-16 Comparison of surface tension of sucrose esters and commercial 
surfactants. 
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Fig. 1-55 Effect of chain length of fatty acid on forming force. 
Fig. 1-56 Effect of chain length of fatty acid on solubilization for orange OT. 
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くなるにつれて直線的に増加している。また、オレンジOTの可溶化量は、スクロース脂肪
酸エステル濃度が増加しても増加している。スクロース脂肪酸エステルには、水中に分散
している固体微粒子表面に吸着して、粒子の沈降を制御する作用がある。炭酸カルシウム
に対するスクロース脂肪酸エステルの分散性においては、モノエステルは低濃度では凝集
を促進するが、モノエステルの濃度が高くなると(0.03%以上)分散作用を引き起こす(Fig. 
1-57) [246]。一方、ジエステルは表面での吸着がランダムなため親水基が配列できずに凝集
的に作用する[250]。 
スクロース脂肪酸エステルの生分解性については、Berryらが証明している[251]。肝臓の
ホモジェネート等の腸内酵素によりスクロース脂肪酸エステル中のエステル結合は加水分
解される(Fig. 1-58)。膵臓由来リパーゼを作用させてもスクロース脂肪酸エステルが加水分
解されることが確認されており、スクロース脂肪酸エステルの消化性とも一致している。
スクロース脂肪酸エステルの微生物による分解についても古くから調べられており、好気
性および嫌気性条件下でも速やかに生分解されることが確認されている[252]。 
このスクロース脂肪酸エステルの膵臓由来リパーゼによる加水分解をさらに調べると、
スクロース脂肪酸エステルの興味深い栄養学的特性が解明される。生体への油脂の吸収メ
カニズムとしては、まず膵液リパーゼによって加水分解され、脂肪酸、モノグリセライド、
およびグリセリンになり、これらが胆汁酸塩とミセルを形成する[253]。このミセルの状態
Fig. 1-57 Dispersion of calcium cabonate using sucrose mono- and diester. 
第 1 章 緒 言 
76 
 
で小腸粘膜にて吸収される。ここで重要なことは、油脂はそのままのトリグラセライドの
状態では、ミセル形成に加わることができず、リパーゼにより加水分解を受けてからでな
いと、小腸で吸収される状態にな
れないという点である。Mattsonら
は、スクロースを含む様々な脂肪
酸エステルの酵素加水分解を行い、
水酸基がグリセロールより多い4
以上の脂肪酸エステルは、ほとん
ど加水分解されないと報告してい
る(Table 1-17) [254]。従って、4つ
以上の水酸基がエステル化してい
るスクロース脂肪酸ポリエステル
Fig. 1-58 Hydrolysis of ester bonding in sucrose ester using various hydrolases. 
Table 1-17 Rate hydrolysis of fully esterified 
polyols by pancreatic juice. 
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は、リパーゼにより加水分解されにくく、6つ以上のポリエステルは、リパーゼでまったく
加水分解されない。そのためミセル形成に加わらず、そのままの状態で小腸に達する。小
腸粘膜では、スクロース脂肪酸ポリエステルは大きすぎて吸収されずそのまま大腸を通過
して排出されてしまう。このため、エステル化度が高いスクロース脂肪酸エステルのカロ
リーは“0”ということになる。スクロース脂肪酸オクタエステルを70%以上含有する食品
用油脂代替物“Olestra®”がProcter & Gamble (P & G) Co.により製造され、スナック菓子等に
用いられている。しかしながら、油溶性ビタミンの吸収を妨げ、腹痛や下痢を引き起こす
場合があるため、2003年まで注意書きを記載する事が義務づけられていた。 
シュガーエステルの糖質部位はスクロー
スだけではなく、様々な糖質由来のシュガ
ーエステルが合成され応用分野が検討され
ている。-1, 4結合からなるポリグルコース
であるデキストリンを母体にもつデキスト
リン脂肪酸エステルは、グルコース残基当
たり1.2-3.0個のエステル基をもつ白色から
淡黄色の粉末である(Fig. 1-59) [255]。油への溶解性、ゲルの強度、およびゲルの透明性から、
パルミチン酸デキストリンの用途が最も多い。パルミチン酸デキストリンは、ほとんどの
液状油をゲル化できる。炭化水素油、エステル油、トリグリセリド、高級アルコールの他、
フェニル基を有するシリコーンオイルも可能である。一方で、水、エタノール、およびグ
リセリンには不溶でゲル化しない。 
さらに、両親媒性デキストランエステルもHeinzeのグループによって調製されている
[256-259]。このデキストランエステルは2種類のエステル基をもち、疎水性エステル基とし
てプロピオン酸もしくはフロ酸、および親水性エステルとしてピログルタミン酸が導入さ
れている(Fig. 1-60)。このピログルタミン酸デキストランのジメチルアセトアミド溶液をプ
Fig. 1-59 Structure of dextrin fatty acid 
ester. 
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レート表面に滴下後に凍結乾燥すると、自
己組織化により370 nm程度の球状粒子が得
られる(Fig. 1-61)。さらに、近年ではデキス
トラン鎖中に薬物をエステル結合したプロ-
ドラッグが開発されている。プロ-ドラッグ
とは、可溶性ポリマーに体内で切断される
ような共有結合で薬物と結合したDDSキャ
リアーである。非ステロイド系鎮痛剤であるイブプロフェンを導入したイブプロフェン-デ
キストランエステルは従来のマイクロカプセル法に比べて薬物含有率が高く、優れたDDS
材料として期待される(Fig. 1-62) [260]。しかしながら、エステル化度が高くなると、中心部
分に位置するイブプロフェン部位の加水分解が抑制されて薬物の放出性が低下するため、
実用化にはさらなる発展が必要である。イブプロフェン-デキストランエステルもまた自己
組織化により球状ナノ粒子を形成する(Fig. 1-63)。 
 
Fig. 1-60 Structure of dextrin 
pyroglutamate. 
Fig. 1-61 SEM image of self-assembled dextran pyroglutamate. Cited from 
reference [257]. 
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Fig. 1-62 Ibuprofen contents using various methods, dextran conjugate; 
pro-drug with dextran by ester binding, SiO2; molecular sieve in polymer coated 
SiO2 particle, cholesterol ester; smeric lipid nanoparticle, Eudragit; polymeric 
nanoparticle, and DEAE-dextran; complex with polyanion by ion exchange 
interaction. 
Fig. 1-63 SEM image of nanoparticles of ibuprofen dextran ester prepared by 
dropwise addition of water into an acetone solution of the polymer (DSIbu; 0.74) 
containing 4 g/L. Cited from reference [260]. 
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1.2.4 グライコマテリアル 
生体内で糖質は、糖タンパク質および糖脂質という形で存在し、細胞の増殖、分化、お
よび接着といった生命現象における分子認識に重要な役割を担っている。近年、この糖質
の優れた機能を利用するため、糖質をポリマー等に結合させて糖質部位を分子認識場とす
る機能性材料の研究が盛んに行われている[265-275]。ポリマーは、特有の高次構造を形成
しやすく、このポリマーの高次構造形成機能と組み合わせると、糖質を配向・配列させて
分子認識機能を向上できる。これら人工複合糖質ポリマーを総称して、“グライコマテリ
アル”と呼ぶ[276]。代表的なグライコマテリアルをFig. 1-64に示す。比較的低分子量物質に
糖質を結合したものから、ビニル系ポリマー、デンドリマー、およびDNAなどの巨大ポリ
マーに糖質を結合したもの、さらにはリポソームに組み込んだもの、金基板や膜などの構
造体に固定したもの、自己組織化により界面に配列したものと様々である。本項では、数
種のグライコマテリアルの設計戦略について概説し、その機能および用途について述べる。 
Fig. 1-64 Glycomaterials based on carbohydrates and other materials. 
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ポリマー鎖に糖質を導入した“グ
ライコポリマー”は、最もシンプル
なグライコマテリアルであり、様々
な糖質とポリマー为鎖の組み合わせ
が報告されている。その作製方法は、
次項の“1.3.1 ポリマーブラシの作
製”で述べることとし、ここでは機
能と応用分野について述べる。この
グライコポリマーに最も期待する特性は、糖質の特異的な分子および細胞認識機能である
[266]。つまり、グライコマテリアルは、糖質の高度な生物学的機能を合成ポリマー骨格に
付与した材料である。作製したグライコポリマーの分子認識能は、レクチンとの親和性の
強さから評価できる。Miyamotoらは、ポリビニルエーテル-b-ポリ(イソブチルビニルエーテ
ル)にN-アセチルグルコサミン(GlcNAc)を導入したグライコポリマー(Fig. 1-65)を調製し、コ
ムギ胚芽凝集素レクチン(WGA)との相互作用を調べている[277]。蛍光分析より、GlcNAc-
グライコポリマーのWGAに対する親和性は、GlcNAcおよびそのオリゴ糖よりも高い。これ
をクラスター効果といい、タンパク質との結合力が結合点の数によって指数関数的に増幅
されるというグライコマテリアルが従来の生物学的機能を超越する効果である[266, 278]。
さらに興味深いことに、GlcNAc-グライコポリマーのWGAに対する親和性は、GlcNAcのホ
モポリマーであるキチンよりも高い。 
柔軟な立体構造をもつフェニルアクリルアミド为鎖のグライコポリマー(Fig. 1-66-a)は、
クラスター効果によりレクチンと強く結合する。一方で、円柱状の立体構造をもつポリフ
ェニルイソシアニド为鎖のグライコポリマー(Fig. 1-66-b)の親和性は低い[279]。これは、円
柱状グライコポリマー自身の立体排除体積によりレクチンとの特異的な分子認識に十分な
空間が無いためであり、生物学的機能を発現するには適切な分子設計が必要となる。 
Fig. 1-65 Structure of GlcNAc-carrying 
polyvinyl ether-poly (isobutyl vinyl ether) 
block copolymer. 
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Nishimuraらは、N-アセチルラクトサミン(LacNAc)の-(アクリルアミド)アルキル配糖体か
らなるグライコポリマーを調製した[280]。このLacNAc-グライコポリマーは、高い水溶性を
示し、n-ペンテニル配糖体からなるグライコポリマーよりも高い糖質密度をもつ[281]。こ
のLacNAc-グライコポリマーのErythrina corallodendran由来レクチン(ECorL)に対する結合性
は、LacNAcモノマーの1000倍以上の結合性を示す。また、アクリルアミドユニットの比率
が高くなるにつれてECorLとの結合性が増加することから、ECorLの2つのサブユニットに結
合するために適した2つのLacNAc残基間の空間距離があると推測できる。レクチンとグライ
コポリマー中の糖質リガンドとの結合特性は、レクチン中の結合サイトの価数(サブユニッ
ト数)、構造、距離、および配向に依存する。 
大腸菌O-157由来の志賀毒素は、細胞表面に分布する-ガラクトースを末端にもつ糖脂質
(Gb3およびGb2)を認識して結合する[274, 276]。ガラクトース型トレハロース(Gal1-1Glc)
もまたGb2に類似した立体構造をもつため志賀毒素と結合する[282]。このガラクトース型ト
レハロースをポリアクリルアミド鎖に導入したグライコポリマー(Fig. 1-67-a)は、天然Gb3
およびGb2を導入したグライコポリマー(Fig. 1-67-b) [288]と同等の毒素中和活性(結合性)を
Fig. 1-66 Structure of glucopolymers; -D-glucose-, -D-glucose-, -D-galactose-, 
and -lactose-carrying (a) poly phenylacrylamide (PAP) and (b) poly phenyl 
isocyanide (PPI). 
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示す。このガラクトース型トレハロースは、-1, 1グリコシド結合性の非還元糖であり、Gb2
に懸念される化学的および酵素的分解に対して耐性があるためGb2の代用物として有用で
ある。さらには、ポリマー鎖をポリビニルアルコールに変えてポリマーとの糖質中の結合
位置をGlc 6-OHからGal 6-OHにしても、同程度の志賀毒素結合能が得られる(Fig. 1-68) [284]。
現在、これらのグライコポリマーを用いた病原体毒素の除去装置が開発中である。 
 
Fig. 1-67 Structure of (a) Gal-type trehalose-carrying poly acrylamide and (b) 
Gb3- and Gb2-carrying poly acrylamide. 
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また、水に全く溶けないフラーレンに糖質を結合してフラーレンを水溶性にすると同時
に生物学的機能を付与したFig. 1-69に示すような“グライコフラーレン”の開発が行われて
いる[285]。フラーレンは、光照射により活性酸素を発生して細胞に影響を与える。そこで、
グライコフラーレン中の糖質部位の分子認識能により毒素、ウィルス、および細菌と結合
後に光照射すれば、フラーレンの活性酸素発生能によりそれらを無毒化できる。すでに-
マンノース(Man)が結合したMan-グライコフラーレンC60の合成法は確立されている[286]。
新しい治療法として実用化が期待される。 
Fig. 1-68 Synthesis of glycoconjugate polymers via the enzymatic esterification 
of nonreducing disaccharides followed by radical polymerization.  
Fig. 1-69 Illustrated function of Gb3-C60 composed of Gb3 and fulleren C-60. 
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 近年、グライコマテリアルの導入母体にデンドリマーを用いた“グライコデンドリマー”
の合成が盛んに行われている。デンドリマーとは、樹木状の巨大分子であり、構造が規則
的で分子量および分子サイズが正確に制御できるという特徴をもつ[287]。一般に、グライ
コデンドリマーは、表面に糖質が存在するため高い水溶性を示す。Terunumaらは、有機ケ
イ素化合物が生化学的に安定で生体に対し無害であることに着目して、カルボシランデン
ドリマー骨格をもつグライコマテリアルを開発している(Fig. 1-70) [288]。Gb3を表面に導入
したGb3-グライコデンドリマーの志賀毒素中和活性は、デンドリマーの形状およびGb3の量
に大きく依存する。このカルボシランデンドリマー骨格をもつグライコマテリアルは、糖
質部位を表面に精密に配置でき、高いクラスター効果が得られる。 
グライコデンドリマーの中で特に球状の立体構造をもつものを“シュガーボール”と名
付けられている[289, 290]。シュガーボールの骨格をなすデンドリマーには、内部に空孔が
あるためそこに薬物などの低分子化合物を封じ込めることができる。一方、表面に位置す
る糖質は、認識サイトとしての働きの他に、球状構造を保持し内部に取り込んだ分子の漏
出を防ぐ役割も果たす。アミノ末端型のポリ(アミドアミン)デンドリマーおよび8アニリノ
-l-ナフタレンスルホン酸ナトリウム(ANS)を溶液中で混合した後に糖質をデンドリマー表
面に導入すると、ANS分子はシュガーボール内に包括される[291]。シュガーボールは、分
Fig. 1-70 Structures of glycodendrimer consisting of carbosilane and sugar 
receptor. 
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子認識能と低分子カプセル化能を併せ持つため、標的指向性DDSへの応用が期待される。 
また、デンドリマーの半球表面に糖質を、残りの半球表面に疎水性基を導入した表面ブ
ロック型デンドリマー(ハーフシュガーボール) もOkadaらによって提案されている。このハ
ーフシュガーボールは、両親媒性であるため自己組織化してミセルを形成する。この自己
組織化を利用すれば、球状の素構造を規則正しく層状に配列させることが可能である[292]。
親水性部分同士は水素結合で、疎水性部分同士は疎水性相互作間で、互いに規則正しく配
列させることができれば層状の組織構造が得られる(Fig. 1-71)。グライコデンドリマー層間
の隙間、すなわちポケットに特定の分子を取り込ませる、もしくはその中を反応場にでき
れば、新しい機能性素材としての道が開ける。 
金属や合成ポリマーからなる粒子や表面などの構造体に糖質を固定したグライコマテリ
アルの为な用途は、糖質の生物学的機能を利用したセンシングである[293]。例えば、金基
板に糖質を固定すると水晶発振子マイクロバランス(QCM)や表面プラスモン共鳴(SPR)のセ
ンサーチップ(グライコチップ)となる。また、金ナノ粒子を固定担体に用いれば、糖質の生
物学的特性を担体に付与するだけでなく金ナノ粒子(AuNP)特有の光学的特性も付与でき、
その機能は相乗的となる。糖質を固定した“グライコAuNP”は、イムノクロマトグラフィ
ーの標識および分子ラベリングによるイメージ化に有用である。金担体表面に糖質を固定
する場合は、ハード-ソフト・酸-塩基(HSAB)則[294]に基づいたAu－S親和性相互作用を利用
Fig. 1-71 Self-assembly of half sugar ball with the amphiphilic properties. 
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する方法が一般的である。Miuraらは、Gb3にアルキルジスルフィド基をリンカーとするジ
-O-Gb3-p-N-ジチオジウンデカンアミドフェノキシド(Gb3C10)を合成し、金基板に固定して
QCMのグライコチップとして用いている(Fig. 1-72) [295]。志賀毒素検出において、1 nmol/L
程度の微量に対して素早く応答する。糖質をこれらセンシングマテリアルとして用いる利
点は、特定のタンパク質以外の非特異的吸着が抑制できることである。これは、糖質固定
によりチップ表面が親水化することに起因する。タンパク質-担体間の疎水性相互作用を防
Fig. 1-72 (a) Molecular structure of Gb3 mimic with disulfide, and (b) schematic 
illustration of the adsorption of Shiga toxin to self-assembled monolayers of Gb3 
mimic. 
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第 1 章 緒 言 
88 
 
ぎ、特異性相互作用のみが形成されれば、特定のターゲットのみを検出できるセンシング
マテリアルに必要不可欠な選択性を付与できる。実際、Gb3C10-グライコチップを用いた
QCM測定では、牛血清アルブミン等のタンパク質を検出しなかった。末端チオール化ポリ
アクリルアミド(PAAm)を为鎖とする-GlcNAc- PAAm-SHを金ナノ粒子に固定したグライ
コAuNPでは、水溶性ポリマー固定による表面の親水化の影響でナノ粒子の分散安定化が向
上している[296]。そして、このグライコAuNP分散液にコンカナバリンAレクチン(Con A)
を添加すると、凝集による色調の変化が観察される(Fig. 1-73)。このグライコAuNPは、糖質
の分子認識特性とAuNPの光学特性をうまく利用したセンシングマテリアルと言える。 
他にも、分子内に環状のS-S結合を含むチオクト酸と芳香族アミノ基をリンカーとする数
種類の糖質リガンド(Fig. 1-74)がSudaらにより合成され、SPRのグライコチップとして用い
られている[293]。金以外の担体に固定する際にはチオール基が形成する相互作用が利用で
きないため他の手法を利用しているが、担体への糖質の固定に用いる手法は固定化酵素法
(1.1.3)とほとんど同じである。固定化酵素法と同様に、適切な固定化設計がグライコマテリ
アルの性能に強く影響する。 
0 sec 30 sec 5 min 
Fig. 1-73 Colorimetric change of glyco-Au nanoparticle solutions on addition of 
Con A (0.1 M). Cited from reference [291]. 
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Fig. 1-74 Structure of thioctic acid-containing glyco ligands to use the chip of 
surface plasmon resonance sensor. 
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1.3 刺激応答性ポリマーおよび刺激応答性材料 
刺激応答性ポリマーとは、わずかな環境の外部変化に応答して特性を劇的に変化させる
分子である[297-316]。その刺激応答は、温度、pH、イオン強度、光、および電磁場等様々
であり、それらの刺激により可逆的にコンフォメーションの変化、溶解性制御、および自
己組織化を引き起こす。これらのポリマーは、ホモポリマーだけでなくブロックコポリマ
ーおよびグラフトコポリマー等の様々な構造のものに適用できる。刺激応答性ポリマーは
为に、表面へのグラフト化もしくは架橋によりゲル化して材料化され、ドラッグデリバリ
ーシステム(DDS) [317, 318]、再生医療[319, 320]、センサー、およびアクチュエーター[321, 
322]に利用されている。刺激応答性材料は、わずかな外部刺激に対して応答しなければなら
ないため、応答部位であるポリマーの精密な設計および作製が要求される。刺激応答性ポ
リマーとして、合成が簡便なポリマーもしくは天然ポリマーを用いることができれば、刺
激応答性材料の用途は間違いなく発展する。 
 
1.3.1 ポリマーブラシの作製 
1998 年に原子移動ラジカル重合（ATRP）によるポリマーブラシの作製法が報告されて以
来[323]、それらを利用した刺激応答性材料の分野は急成長している。ポリマーブラシは、
直鎖ポリマー骨格（为鎖）に、ポリマー枝（側鎖）をグラフト化したコポリマーと定義さ
れている[324, 325]。为鎖の長さが側鎖に比べて長い場合、分子内立体排除体積により側鎖
が放射状に広がった円筒形状構造となる[326]。逆に、側鎖が長いポリマーブラシは、球状
構造をとる[327]。 
ポリマーブラシの合成法には、Fig. 1-75 に示す“Grafting-through”[328-332]、“Grafting-to”
[333, 334]、および“Grafting-from”[335-337]の 3 種類がある。Grafting-through は、末端機能
化を介して重合性末端官能基をもつマクロモノマーを重合させる技法である。この技法で
は、マクロモノマーが高純度であれば 100%のグラフト密度をもつブラシの作製が可能にな
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るが、低い重合官能基濃度および側鎖の立体障害により高重合度および低分散性を達成す
ることが困難である。Grafting-to では、为鎖ポリマーと側鎖ポリマーを分けて調製する。こ
の技法は、各モノマーユニットに結合性官能基をもつポリマー为鎖と末端官能性ポリマー
側鎖を反応させるといったシンプルなものである。しかしながら、ポリマー为鎖への側鎖
の低拡散効率により高いグラフト密度が得られない。Grafting-from は、あらかじめ重合開始
部位をポリマー为鎖に導入しておき、その後そこから側鎖を重合する技法である。ATRP お
よびリビングラジカル重合は、この Grafting-from 法によるポリマーブラシの合成に有効で
ある。 
 
 
Fig. 1-75 Synthetic methods for preparing molecular brushes by “grafting to”, 
“grafting through”, and “grafting from”. 
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1.3.2 pH 応答性ポリマー 
pH 応答性ポリマーは、最も研究数が多い刺激応答性ポリマーである。pH 応答性ポリマー
は、pH 変化に応答してプロトンを受容もしくは供与するイオン性部位から成る。溶液中の
pH が変化すると、比較的弱いイオン性官能基をもつポリマーのイオン化度は pKaを境目に
劇的に変化して、ポリマー自身の流体力学的体積もまた変化する。pH 応答性能に重要なの
は、イオン性部位が弱酸もしくは弱塩基であるということである。 
代表的なポリアニオンは、カルボキシル基（pKa: 5-6）含有ポリマーであり、低 pH 領域
ではプロトンを受容し、中性および高 pH 領域でプロトンを放出する。カルボキシル基を有
するポリアクリル酸（PAA、Fig. 1-76-a）、ポリメタクリル酸（PMAA、Fig. 1-76-b）、ポリ 2-
エチルアクリル酸（PEAA、Fig. 1-76-c）、およびポリ2-プロピルアクリル酸（PPAA、Fig. 1-76-d）
等は、pH 応答性ポリ酸として最も多く研究がなされている[338-341]。これらのアクリル酸
系ポリマーを用いると、pH に応答してポリマー鎖の凝集-溶解、ハイドロゲルの収縮-膨潤、
および表面の疎水性-親水性転移を引き起こす。また、膜分離システムにおいても PAA は有
用である。PAA 鎖グラフト化および PAA ゲル充填膜の透過メカニズムを Fig. 1-77 に示す
[342]。高 pH 条件では、PAA 鎖は、伸長して膜の細孔を縮小されるため水の通液が抑制さ
れる(a)。PAA ゲルは、膨潤するため溶質はゲル内部を通って流出する(b)。一方、低 pH 条
件下では、PAA 鎖は収縮して膜の細孔を増大さるため水の通液が可能となる(a)。PAA ゲル
は、収縮するため溶質の通過は阻止される(b)。 
Fig. 1-76 Representative pH-responsive polyacids; (a) poly(acrylic acid) (PAAc), 
(b) poly(methacrylic acid) (PMAAc), (c) poly(2-ethyl acrylic acid) (PEAAc), (d) 
poly(2-propyl acrylic acid) (PPAAc). 
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 ポリビニルイミダゾール(Fig. 1-78-a)のようなポリカチオンは、中性および低 pH 領域で陽
イオン化する[343]。また、ポリビニルピリジン(Fig. 1-78-b & c)もまた pH 5 付近で相転移を
引き起こす[344]。ポリ N-アクリロイル-N’-アルキルピペラジンは、pH および温度の両方に
応答する刺激応答性ポリマーである[345]。ポリスチレン-b-ポリ 2-ビニルピリジン-b-ポリエ
チレンオキシド（PS-b-P2VP-b-PEO、Fig. 1-79）からなるトリブロックコポリマーは、pH 応
答性を示す[346]。ポリカチオン性 P2VP シェルは、pH 領域によってミセルサイズを変化さ
Fig. 1-77 Permeation mechanism through (a) PAA-grafted porous filter and (b) 
PAA-based gel. 
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せる。pH 5 以上で流体力学的サイズが 75 nm であった PS-b-P2VP-b-PEO は、pH 5 以下にな
ると P2VP セグメントの静電的反発により 135 nm にまで大きくなる。Nakashima らは、こ
の PS-b-P2VP-b-PEO にアニオン多糖類であるデキストラン硫酸を添加しても流体力学的サ
イズが変化することを確認している[347]。 
合成ポリマーに比べて生体ポリマーの刺激応答性に関する研究はあまり多くないが、pH
応答性に関しては盛んに研究がなされている。アルギン酸(Fig. 1-80-a)およびキトサン(Fig. 
1-80-b)のようなイオン性多糖類は、pH に応答して相転移を起こす。アルギン酸は、pKa 3-4
のカルボキシル基をもつポリアニオンである。キトサンは、キチンを脱アセチル化したも
ので、2-アセトアミド-2-デオキシ--D-グルコピラノースと 2-アミノ-2-デオキシ--D-グルコ
ピラノースからなる天然コポリマーである。このキトサンは、他のポリカチオン同様、低
pH 側でプロトン化して、pH 6-6.2 以上で沈殿する。アスパラギン酸(pKa 3.9)、グルタミン酸
(pKa 4.1)、ヒスチジン(pKa 6.0)、システイン(pKa 8.4)、リシン(pKa 10.5)、およびアルギニン(pKa 
Fig. 1-78 Representative pH-responsive polybases; (a) poly(vinyl imidazole), (b) 
poly(2-vinyl pyridine) (P2VP), and (c) poly(4-vinyl pyridine) (P4VP). 
Fig. 1-79 pH-responsive core-shell-corona aqueous micelles of 
poly(styrene)-block-poly(2-vinyl pyridine)-block-poly(ethylene oxide) 
(PS-b-P2VP-b-PEO). 
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12.5)といったイオン性アミノ酸を取り入れた合成ペプチドもまた pKa周辺で pH 応答相転移
を引き起こす。ポリグルタミン酸(Fig. 1-81-a)は側鎖にカルボキシル基をもち、pKaよりもや
や高い pH でヘリックス-コイル状の立体構造変化を起こす[348]。ポリヒスチジン(Fig. 
1-81-b)は、側鎖にイミダゾール基を有するポリカチオンである[349]。アミノ酸は、カルボ
キシル基を保持したまま合成ポリマー中に容易に導入できる[350]。ポリ N-メタクリロイル
-L-ロイシン(Fig. 1-81-c)は、塩化メタクリロイルと L-ロイシンのアシル化によって合成され
る。このアミノ酸複合体は、低 pH 領域で可逆的に沈殿-溶解を示す。Choi らは、-シクロ
デキストリンとポリ--リシン複合体（-CDPL）を合成し、pH に応答して可逆的なゲル-ゾ
ル転移を示すことを報告している[351]。この複合体は、pH 6.0-6.5 で凝集してゲル化を引き
起こし、その他の pH でゾル化する。従って、生体 pH 付近でゲル化すること、および-CDPL
が生分解性を有することから、DDS やセンシングシステムへの応用が期待される。 
Fig. 1-81 Synthetic polypeptides for pH-response; (a) Poly(glutamic acid), (b) 
Poly(histidine), and (c) Poly(N-methacryloyl-L-leucine). 
Fig. 1-80 pH-responsive polysaccharide; (a) sodium alginate and (b) chitosan. 
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1.3.3 温度応答性ポリマー 
 温度応答性材料として最も認知されて
いるのが、ポリ-N-イソプロピルアクリル
アミド（PNIPAAm、Fig. 1-82）である。
PNIPAAm は， 1982 年に Tanaka らが
PNIPAAm ゲルのユニークな性質を報告し
て以来[352]、多くの研究者が新規分野への
応用に取り組んでいる。PNIPAAm およびそのコポリマー水溶液は、下限臨界溶液温度
（LCST）以上の温度に加熱すると白濁し、それ以下の温度に冷却すると再び溶解して透明
に戻るという可逆的な相分離挙動を示すことが知られている。すなわち、LCST 以下ではア
ミド基と水との強い相互作用により、高分子鎖は溶解してランダムコイル状のコンフォメ
ーションをとるが、水温の上昇によりアミド基と水との水素結合が不安定になるため脱水
和が起こり、高分子鎖が収縮してグロビュール状になる。さらに疎水性相互作用により高
分子が会合し，相分離が起こる。PNIPAAm が温度応答性ポリマーとして有用なのは、共重
合において導入する NIPAAm モノマーの組成を調整することでコポリマーの応答温度
(LCST)を自由に制御できるためである(Fig. 1-83)。 
Okano らは、PNIPAAm を培養皿表面にグラフト重合し、温度変化による表面の相変化に
より細胞の吸着および脱着に成功している[353, 354]。この方法によりタンパク分解酵素を
用いずに温度変化のみで培養した細胞をシート状のまま回収することが可能となり、再生
医療の分野において大変注目されている。また、PNIPAAm を DDS に用いた研究も盛んで
ある。生体内の温度が 37℃前後であり、疾病に伴う発熱でも数度程度の温度上昇であるこ
とから、この温度付近で極めて狭い温度変化に応答する PNIPAAm は、医薬学に適した材料
と言える。 
Fig. 1-82 Structure of thermo responsive 
polymer, Poly (N- isopropylacrylamide) 
(PNIPAAm). 
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PNIPAAm は様々な分野における研究が行われているが、分離システムにおいてもその有
用性が明らかとなっている。Choi らは、多孔膜細孔表面に PNIPAAm を固定し、ステップ的
にわずかな温度変化を行うことにより細孔表面の親疎水性が大きく変化し、細孔表面での
吸着特性を制御して吸脱着を連続的に行う膜分離システムを提案している（Fig. 1-84）[355, 
356]。高温で膜細孔表面が疎水性の時には疎水性の溶質が細孔表面に高濃度に吸着濃縮され、
親水性の溶質のみが透過する。この後、温度を LCST 以下にすれば、膜細孔表面が親水性に
変化し脱着が起こり、膜中に高濃度に濃縮していた溶質が溶出する。感温性ポリマーによ
り膜表面の親疎水性を制御するために必要な温度変化はわずか数度である。さらに、脱着
した溶質が供給側に戻らないように温度応答性ゲートを膜の供給側界面に設ければ、吸着
時には膜細孔(ゲート)が開いて供給液が膜内を流れ、脱着時にはゲートが閉じることにより
供給液が膜を透過せず脱着した溶質のみを透過側に取り出すこともできる。さらには、温
Fig. 1-83 Lower critical solution temperatures of PNIPAAm homopolymer and 
copolymer with butyl acrylate. 
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度スイングにより PNIPAAm 固定化多孔膜のファウリングの解消が可能となり、膜の透過能
を回復できる[357]。 
Ito らのグループは、シクロデキストリン(CD)および PEG からなるポリロタキサン構造を
有するポリマーを合成し、その CD 同士を
架橋して自由度の高い環動ゲルを開発し
ている(Fig. 1-85) [358]。ロタキサンとは、
大環状分子の穴を棒状分子が貫通した構
造をもつ超分子である。この環動ゲルを
アルキル基で化学修飾すると、低温領域
では透明で柔らかく膨潤した環動ゲルが、
温度が上昇するにつれて白濁して硬く収
縮したゲルに変化する[359]。この環動ゲ
Fig. 1-85 Images of (a) poly rotaxane 
consisted of CD and PEG, and (b) 
crosslinking between CDs. 
Fig. 1-84 Concept of the separation system using PNIPAAm-grafted membrane. 
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ルの温度応答は体温付近（37oC）で可逆的に転移し、その応答速度は従来の温度応答性材
料に比べてきわめて速い。これは、環動ゲルの場合には動く架橋点の凝集により転移が起
こるというゲル化メカニズムの違いである。室温で透明で膨潤している環動ゲルは、皮膚
に当てればすぐに白濁と収縮を示すため、医療への応用展開が期待される。 
Osada らは、アクリル酸-アクリル酸ステアリルのコポリマーが、温度に応答して形状を
復元する形状記憶ゲルを形成することを発見した[360]。試験管内で膨潤させたゲルを 50oC
に加熱してコイル状に巻いた後、室温まで冷却した。冷却したゲルは、強固になりコイル
状の形状を保持する。再び 50oC に加熱にするとゲルは、柔軟になり元の形に戻る(Fig. 1-86)。 
 
 
Fig. 1-86 Shape memory of acrylic acid-n-stearyl acrylate copolymer. Cited from 
reference [360]. 
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1.3.4 光応答性ポリマー 
 特定の波長領域の光を吸収して構造異性化を引き起こすフォトクロミック化合物をポリ
マーブラシの側鎖もしくはポリマー为鎖中に導入し、その異性化反応に伴うダイナミック
な構造変化（trans-cis 転移）および極性変化を利用した光応答性材料もまた数多く研究され
ている。例えば、アゾベンゼン化合物は、300-400 nm の光照射により trans 体の平面構造が
cis 体に異性化すると、環が互いに向き合った構造をとる(Fig. 1-87)。異性化した cis 体は、
加熱および可視光照射によって可逆的に trans 体へと戻る。このアゾベンゼンをポリマー为
鎖に導入した光応答性ポリアミドが DuPont Co.により開発され、実用化に向けて研究されて
いる[361]。アゾベンゼン部位の光応答は、溶液中でのポリマーの立体構造変化を引き起こ
す。アゾベンゼンポリアミドの見かけの平均分子量が光異性化によって 1/6 に減尐したこと
がゲルパーミエーションクロマトグラフィーを用いて調べられ、流体力学的半径も 1/20 に
まで減尐していることが確認されている[362]。これは、アゾベンゼン部位が trans 転移する
と、ポリマー鎖が分子内で凝集してコンパクトな構造になったためである。温度応答性ポ
リマーの段落で挙げた、CD-PEG ポリロタキサンは、アゾベンゼンを導入することで膨潤性
を光で制御可能な光応答性環動ゲルとなる[363]。紫外光-可視光によって可逆的に膨潤-収縮
が誘起され、その体積変化は他のアゾベンゼン系光応答性ゲルに比べて大きな応答である。 
 
Fig. 1-87 trans-cis Transition of azobenzene group responded by light. 
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Ichimura らは、p-オクチルアゾベンゼン-カリックス[4]レソシンアレーン(CRA-CM)を用い
て表面修飾を行っている[364]。CRA-CM 修飾ガラス上に光照射するとアゾベンゼンの cis
異性化により表面自由エネルギーに勾配が生じる。この CRA-CM 修飾ガラスの表面にオリ
ーブオイルを滴下すると、光照射によって照射方向へと液滴が移動する(Fig. 1-88)。この液
滴の移動方向は、光照射の方向によって制御できる。 
Fig. 1-88 Lateral photographs of light-driven motion of an olive oil droplet on a 
silica plate modified with CRA-CM. The olive oil droplet on a cis-rich surface 
moved in a direction of higher surface energy by asymmetrical irradiation with 
436 nm light perpendicular to the surface. (a-c) The sessile contact angles were 
changed from 18o (a) to 25o (c). (d) The moving direction of the droplet was 
controllable by varying the direction of the photoirradiation. Cited from 
reference [68]. 
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スピロピランもまた、光応答性材料のパーツとなる。スピロピラン誘導体を用いれば光
照射によってイオン解離が可逆的に起こるため、異性化反応によって極性および電荷を変
化できる(Fig. 1-89)。スピロピランの光応答は、材料表面の親水化-疎水化の制御に応用され
ている[365]。 
 
Fig. 1-89 Ionization of spiropyran responded by light. 
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1.3.5 グルコース応答性ポリマー 
グルコースの有無に応答するポリマーは、糖質センサーおよびインスリンの DDS の可能
性から多くの注目を浴びている。グルコース応答性には、グルコースオキシダーゼ(GOx)に
よるグルコースの酸化、コンカナバリン A (Con A)との特異的結合、およびホウ酸との可逆
的共有結合を原理としている材料が多い。 
GOx の酵素酸化を利用したグルコース応答性システムでは、応答性ポリマーはグルコー
スに直接相互作用せず、グルコースの酵素酸化による生成物を感知する。GOx の酸化はグ
ルコースに対して特異的であり、グルコン酸および過酸化水素を生成する。従って、これ
ら生成物のどちらかを感知するポリマーの導入により、間接的にグルコースに対する応答
性を示す。一般的には、pH 応答性ポリマーと GOx の複合体がよく用いられ、GOx により
生成したグルコン酸にポリマーが応答する。Ito らは、GOx-ポリアクリル酸(PAA)複合体を
共有結合させたセルロース膜を作製している[366]。中性および高 pH 領域では、PAA のカ
ルボキシル基が解離し、静電的反発により PAA 鎖が伸長するため、セルロース膜の細孔は
PAA により閉塞する(Fig. 1-90-a)。グルコースの添加により生成したグルコン酸は、局所的
な pHの低下を引き起こし、同時に膜の細孔を充填していたPAAを収縮させる(Fig. 1-90-b)。
その結果、膜内部に封入されていたインスリンが膜外部へと放出される。同様に、PAA を
グラフトしたポリビニリデンフルオライド(PVDF)を用いたグルコース応答性ゲートも報告
されている[367]。 
次のグルコース応答性システムは、レクチンの糖質ポリマーとグルコースとの競争的な
結合を利用したものである[368]。レクチンとは、糖質と特異的に結合するタンパク質であ
る。ほとんどのレクチンは、複数のユニットから形成される四次構造をもつため、糖質ポ
リマーはレクチン存在下では架橋し、さらには凝集を引き起こす。この凝集体は、競争的
に結合する糖質の添加により分散できる。このグルコース応答に最も用いられているレク
チンが、マメ由来の Con A である。Liu らは、グルコース残基を末端にもつポリエチレング
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リコール(Glc-PEG)とインスリンとの複合体を合成した[369]。この Glc-PEG-インスリン複合
体は、末端のグルコース残基で Con A と結合する。水溶液中の遊離グルコース濃度が増加
すると、Con A の競争的結合対象が遊離グルコースへと置き換わり、Glc-PEG-インスリン複
合体が放出される。他にも、Con A の競争的結合によりグルコース存在下でゲル-ゾル転移
するグリコーゲン-Con A ゲルが報告されている[370]。このグリコーゲン-Con A ゲルは、膵
臓のインスリン放出の調整機能を模倣した人工臓器として期待されている。Miyata らは、
ビニル基をもつグルコースモノマーと Con A との共重合で得られたグルコース応答性ハイ
ドロゲルが、遊離グルコースの添加により膨潤し、その膨潤度がグルコース濃度に依存す
ることを報告した[371]。Con A が単にハイドロゲル中に封入された系では Con A は漏出し、
膨潤は不可逆的である。一方で、共重合したハイドロゲルは、Con A の漏出を防ぎ、可逆的
に応答する。これら Con A 含有応答性材料は、グルコースおよびマンノースに対して特異
的であり、他の糖質には応答しない[372-374]。 
Fig. 1-90 (a) In the absence of glucose, the PAA chains are extended which 
lowers the permeability of the membrane. (b) Addition of glucose leads to a 
lowering of local pH and chain collapse due to a reduction in electrostatic 
repulsion. 
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GOx およびレクチンを導入したグルコース応答性材料は、特異的で有用であるが、生体
ポリマー（タンパク質）への依存は、変性によりグルコース認識能が低下するため非生物
学的条件および長期間における利用に限界がある。ホウ酸基は、1, 2-および 1, 3-ジオールを
認識してエステル結合を形成するため、糖質を対象としたセンサーリガンドや抽出剤とし
て有用である[375, 376]。ホウ酸化合物の水溶性は、pH およびジオール濃度に依存して変化
する(Fig. 1-91)。水溶液中で、ホウ酸は中性の三角形構造(1)と陰イオン性の四面体構造(2)
間の平衡状態をもつ[377-380]。中性ホウ酸基 1 とジオールの環状エステルは、加水分解に
対して不安定である。一方で、陰イオン性ホウ酸基 2 は、ジオールと可逆的に結合してホ
ウ酸エステル(3)を形成できる。中性ホウ酸基 1 を含有するポリマーは疎水性であるが、陰
イオン性ホウ酸基 2 は水溶性を示す。グルコース濃度が増加すると、陰イオン性ホウ酸基(2
および 3)の存在率が増加して系内の親水性度も増加する。従って、ホウ酸含有ポリマーの
溶解性は、pH だけでなくジオール濃度にも依存する。ホウ酸と 1, 2-ジオール（すなわちグ
ルコース）間の複合体を有効的に使うことで、グルコース応答性材料が作製できる。 
 
Fig. 1-91 Aqueous ionization equilibria of boronic acids. As the concentration of 
diol increases, the equilibria shifts toward the anionic boronate forms of the 
boronic acid. 
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1.4 レオロジー 
レオロジーとは物質の変形と流動を取り扱う学問であり、ポリマーの分子・材料設計、
特性解析、および成形加工の予測・改良などには不可欠である。ポリマー溶液のレオロジ
ー挙動は、そのポリマーの特性および構造に依存するため、目には見えないナノサイズの
ポリマー鎖の構造（形や大きさ）および相互作用を評価できる。レオロジーの研究対象は
幅広く、プラスチックやゴムをはじめ、繊維、塗料、パルプ、油脂、接着剤、食品、薬品
などに及ぶ。特に、食品のおいしさを決める要因のうち、レオロジー的性質は重要なもの
の一つである。高齢化に伴い流動食の普及が増加しているが、これらの食品を食べやすく
する上でも、レオロジー特性の把握および制御は重要である。さらには、体内での消化吸
収にもレオロジー特性は関与しており、生体機能にも結びつく学問である。 
 
1.4.1 ポリマーの構造 
粘度とは流体の流れやすさを表す物質定数であり、以下の式より算出される。 
    (1.3) 
ここでおよびを、それぞれせん断応力(Pa)およびせん断速度(s-1)という。このときの比例
定数を粘度といい、この式を Newton の粘性法則という。粘度がある決まった温度
においてせん断速度およびせん断応力によらず一定である流れを Newton 流体といい、
Newton の粘性法則が成り立たない流体を非 Newton 流体というFig. 1-92)。さらに非 Newton
流体は、ダイラタント流体、擬塑性流体、塑性流体、およびチクソトロピーに分けられる。
溶液の粘度は、溶質の濃度関数である。特に溶液中の溶質が粘性へおよぼす影響を考え
るときには、溶媒の粘度を基準にした増分である比粘度spで表す。 
0
0
rsp 1




   (1.4) 
ここで、r および0 は、それぞれ相対粘度および溶媒の粘度である。比粘度を溶質濃度 C
で割った値を還元粘性率といい、以下の式が成り立つ(Huggins の式) 。 
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 Ck
C
2
H
sp ][][ 

  (1.5) 
ここで、[]および kHは、それぞれ固有粘度および Huggins 定数という。固有粘度は、溶媒
中に独立して溶けているポリマー鎖の分子量、形、大きさに依存する物理的量である。ま
た、Huggins 定数は、溶質同士が相互に影響しあう効果（流体力学的分子間相互作用）の強
さを表す。ポリマー溶液が分子分散していれば通常 0.3-0.8 の値をとる。それ以上の値では、
ポリマー間相互作用が強まり凝集が
起こる。Lai らは、Ganoderma lucidum 
(Fig. 1-93)から抽出された多糖類の粘
度測定から水および DMSO 中での多
糖類の溶存形態を推定した [383]。
Huggins プロット(Fig. 1-94)より算出
した Huggins 定数 kH は、水および
DMSO 中でそれぞれ 2.02 および 0.48
Fig. 1-92 Shear stresses of Newtonian and non-Newtonian fluids as a function of 
shear rate. 
Fig. 1-93 Picture of Ganoderma lucidum. 
Cited from Wikipedia. 
第 1 章 緒 言 
108 
 
である。溶媒として水を用いた時の Huggins 定数 kH が非常に高いことから、Ganoderma 
lucidum から抽出された多糖類が水中で凝集体を形成していると推定できる。 
溶液中のポリマー間の相互作用は、濃度に大きく依存する。希薄溶液において分子は平
均的に十分離れており、互いに影響し合うことはなく個々の分子は孤立鎖として扱うこと
ができる。しかしながら、濃度を高くするにつれ、ある濃度以上ではポリマー鎖同士が重
なり合い始める。この時の濃度を重なり合い濃度 C*という[384]。そしてこの濃度領域を準
希薄領域といい、それ以上の濃度領域を濃厚領域という(Fig. 1-95)。ポリマーがランダムコ
イル状構造の場合、log  sp - log C []プロットをすることでブレイクポイントが観察され、
ブレイクポイントを境に傾きが大きくなる。2,000 kDa の市販デキストランの log  sp - log C 
[]プロットを Fig. 1-96 に示す。このブレイクポイントの値より重なり合い濃度 C*を算出で
きる。Morris らおよび Tirtaatmadja らは、2,000 kDa の市販デキストランの臨界重なり合い濃
度 C*がそれぞれ 8w/v%あるいは 12wt.%であると報告している[385, 386]。 
Fig. 1-94 Huggins plots of polysaccharide extracted from Ganoderma lucidum in 
water and DMSO. 
第 1 章 緒 言 
109 
 
(3) 式 よ り 得 ら れ た 固 有 粘 度 [ と ポ リ マ ー の 分 子 量  の 間 に は 以 下 の
Mark-Houwink-Sakurada の式が成り立つ[387, 388]。 
[]KM    
ここではポリマーの形状を定性的に見積もる物質定数である。ランダムコイル状ポリマー
Fig. 1-95 Entanglement of polymer chain in the solution. C* is the overlap 
concentration. 
Fig. 1-96 log sp - log C[] plot of dextran to estimate critical overlap 
concentration. Cited from reference [385]. 
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では、 = 0.5-0.8 の間の値、半屈曲性ポリマーでは0.8 となり、そして剛直棒状ポリマー
では = 2.0 に近い値となる(Fig. 1-97)。K は Flory-Fox 定数といい、溶媒および温度に依存
する定数である。(4)式のおよび K が既知であれば、同条件下（溶媒および温度）でポリマ
ーの粘度を測定して固有粘度[を決定することで、そのポリマーの粘度平均分子量 Mvが推
算できる。Kurata らは、これまでに報告された膨大な粘度データから算出した様々なポリマ
ーのおよび K を Polymer Handbook 4th edition に掲載している[389]。 
水中のポリマーの拡散係数および Einstein-Stokes（流体力学的）半径は、固有粘度および
平均分子量から算出できる。無限希釈での水中の高分の拡散係数 D0 は球体モデルによる
Einstein-Stokes の式から算出できる[390]。 
H0
B
0 6 R
Tk
D

   (1.7) 
ここで、kB および T は、それぞれ Boltzmann 定数および溶液温度である。流体力学的半径
RHは、回転半径 RG に比例する。 
RH = RG  (1.8) 
ここで、は、分子量に依存しない比例定数である。回転半径 RGは、Flory-Fox の式[391]に
より分子量 M および固有粘度[]に依存する。 
Fig. 1-97 Conformation of polymer in the solution, estimated from the values of 
 and q. 
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  31
23G 6Φ'



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

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
M
R   (1.9) 
ここで’ = ×63/2 は、Flory-Fox の普遍的定数である（= 2.1×1023）。これら式を
Mark-Houwink-Sakurada の式に代入すると、分子量 M を変数とした D0の式が導かれる。 
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ここで、B は温度に依存する定数である。この拡散係数の値により溶液中および担体中での
移動のし易さを表すことができる。 
ポリマー鎖の剛直性（柔軟性）を表す指標を持続長 q といい、ポリマー鎖の平均長を意
味する[392]。 
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  (1.11) 
ここで C∞は特性比という。また、M0 および I0 は、それぞれ構成ユニットの分子量および長
さである。硬く剛直なポリマー鎖ほど持続長 q は大きな値となる。ランダムコイル状構造
では 3 nm 以下となり、100 nm 以上では棒状ポリマーで、半屈曲性ポリマーではその中間
（3-100 nm）となる(Fig. 1-97)。様々なポリマーの持続長 q を Table 1-18 に示す。3 本のペプ
チド鎖が絡み合ってらせん構造を形成するトロポコラーゲン（Mw: 3×100 kDa）は、太さ
1.5 nm にもかかわらず持続長が
300 nm もある非常に細長く剛直な
構造をもつタンパク質である(Fig. 
1-98)。そのため、コラーゲンは、
生体内で筋肉、靱帯、腱、骨、お
よび軟骨などを構成している。 
Table 1-18 Persistence lengths of various 
polymers in solvents. 
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Tropo-collagen 
Persistence Length ; 300 nm
Thickness ; 1.5 nm
Fig. 1-98 Three-dimensional structure of tropo-collagen forming triple helix 
structure. Cited from Wikipedia. 
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1.4.2 ポリマー間の相互作用 
相互作用の強さおよびその位置（分子内もしくは分子間）は、溶液中での多糖類のコン
フォメーションを決定する重要な因子である。相互作用の形成が分子内で起こると、多糖
類の三次元構造は収縮して粘度が低下する(遮蔽効果)。一方、分子間で相互作用すれば、ポ
リマーの会合を引き起こして溶液の粘度は増加する(架橋効果)。ここでは、疎水性相互作用、
静電相互作用、および糖タンパク質親和性相互作用が粘度に及ぼす影響について概説する。 
Dellacherie らのグループは、デキストランにフェニル基を導入した疎水性デキストランを
合成し、疎水性相互作用のレオロジー特性への影響を調べた(Fig. 1-99-a) [393]。それぞれの
粘度測定から得た疎水性デキストランの固有粘度[]は、デキストランに比べて低下してい
る。光散乱法による分子量測定の結果から、デキストランのおよび疎水性デキストランの
分子量は、それぞれ 40 kDa および 44 kDa とほとんど変化は無いため、この粘度の変化はフ
ェニル基間の分子内疎水性相互作用により溶液中でデキストラン分子が収縮したことが原
因である。さらに、疎水性デキストランの固有粘度[]はフェニル基導入率が増加するにつ
れて低下している(Fig. 1-99-b) [394]。これはフェニル基間の疎水性分子内相互作用が強まり、
さらなるデキストラン分子の収縮を引き起こすためである。 
レオロジー特性は、静電相互作用によっても影響を受ける。ヒアルロン酸およびアルギ
ン酸などの多糖類は、カルボキシル基をもつアニオン性ポリマー電解質である。これらポ
リマー電解質は、二価以上の金属と静電相互作用により架橋する。Furth らは、ヒアルロン
酸と様々な二価金属の錯体形成モデルを推測するために粘度測定を行った[395]。デキスト
ラン溶液に二価金属イオン (Ca2+)を添加した場合、デキストラン (from Leuconostoc 
mesenteroides、1.5 mg/mL、Mw; 200 kDa)の粘度への影響はほとんどない。一方、ヒアルロン
酸(from Streptococcus equi、1.5 mg/mL、Mw; 150 kDa)溶液の粘度は、Ca
2+の添加量により変化
する(Fig. 1-100)。粘度は Ca2+濃度が増加するにつれて減尐する。Ca2+濃度が 0.15 mM に達す
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Fig. 1-99 Rheological properties of hydrophobic-dextran; (a) Huggins plot of 
unmodified and hydrophobic dextrans, and (b) intrinsic viscosity as a function 
on the degree of hydrophobic substitution. 
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ると、溶液の粘度は一定値となる。この現象は、他の二価金属イオンの添加においても観
察される。ヒアルロン酸溶液の二価金属添加に伴う粘度減尐は、分子内カチオン錯形成に
よる回転半径の収縮が原因である。一方でアルギン酸の場合、二価金属イオンを添加する
につれて粘度は増加する(Fig. 1-101) [396]。つまりアルギン酸では、イオン交換相互作用が
分子間で起こり、架橋効果が発現する。これをエッグボックスモデルという(Fig. 1-102) [397]。
この結果、アルギン酸溶液の粘度は二価金属濃度が増加するにつれて増加する。 
Fig. 1-100 Solution viscosity vs. the concentration of Ca2+ cations in presence of 
1.5 mg/mL of two different polysaccharides in aqueous solution: native 
hyaluronate from S. equi and dextran from L. mesenteroides. 
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Fig. 1-101 Effect of adding anhydrous calcium chloride on the rheological 
properties of low-viscosity sodium alginate. 
Fig. 1-102 Egg-box model for alginate- divalent cation complex. 
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レオロジー特性は、分析分野において
も応用されていている。その例の一つが、
粘度測定親和性分析を用いた糖質セン
サーである。コンカナバリン A (Con A、
Fig. 1-103)はグルコースおよびマンノー
ス残基と親和性をもち、特異的に結合す
る糖結合性タンパク質（レクチン）であ
る。このレクチンと糖質が特異的に結合
した際の溶液の粘度増加を測定するこ
とで糖の定量が可能となる。Ehwald ら
は、デキストラン(Mw; 2,000 kDa)を用いて粘度測定親和性分析による定量を行っている(Fig. 
1-104) [399]。Con A を添加すると、デキストランのみに比べて溶液の粘度は増加する。これ
は Con A - デキストラン間で相互作用が働き、分子が巨大化したためである。さらに、Con 
A 濃度を増加させるにつれてデキストラン溶液の粘度も増加する(Fig. 1-105)。適切なデキス
トランレセプター-Con A リガンド比に調節することで、簡便で高感度かつ低濃度への検出
限界をもつ分析技術となる。 
 
Fig. 1-103 Three-dimensional structure of 
concanavalin A. Cited from protein data 
bank Japan [398]. 
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Fig. 1-104 Dependence of viscosity on dextran concentration at 24oC. 
Fig. 1-105 Dependence of viscosity on lectin concentration at 24oC. 
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1.4.3 レオロジーの応用 
 レオロジー測定は、天然由来の生体ポリ
マーの構造決定の手段としてよく用いら
れている。同様種の植物においても構成す
る多糖類の構造（単糖類残基、分子量、枝
分かれ度、および結合様式）は異なる。植
物由来の抽出物の構造およびレオロジー
特性を解明すれば、その抽出物の応用分野
は拡大する。Albizia lebbeck (Fig. 1-106) は、
アフリカ、アジア、およびアメリカ大陸に
多く生息する樹木であり、その用途はアラビアガムの代用物として食品添加物に利用され
ている。Paula らは、ブラジル産の Albizia lebbeck の構造解析を行い、他の原産国(ベネズエ
ラおよびアフリカ産)の Albizia lebbeck のレオロジー特性と比較した[400]。各産地の Albizia 
lebbeck の固有粘度[]を Huggins の式より算出すると、ブラジル産 Albizia lebbeck の固有粘
度[]はベネズエラおよびアフリカ産の固有粘度[]よりも低い。このことより、ベネズエラ
およびアフリカ産に比べ、ブラジル産Albizia lebbeckが高い枝分かれ度をもつと推測できる。
Albizia lebbeck は、ウロン酸を含有するため、ポリ電荷質となる。従って、Albizia lebbeck ガ
ム溶液の粘度は金属塩添加により変化する。低濃度領域において分子内で金属イオンと相
互作用すれば、溶液の粘度は電荷の相殺および鎖の収縮により減尐する（遮蔽効果）。イオ
ン強度一定条件下(I = 1)で還元粘度への金属塩添加の影響を調べると(Fig. 1-107)、Al3+添加
時は鎖の収縮を引き起こし、結果として固有粘度[]は低下させる。Na+添加の場合、ポリマ
ー鎖の収縮は確認されない。ガム溶液の濃度が増加すると、多糖類分子間相互作用が支配
的となる。Na+、Ca2+、および Al3+を添加した時の Huggins 定数 kHは、それぞれ 1.6、1.9、
および 6.2 であり、特に Al3+添加で強い分子間相互作用を示す。この相互作用の強さは、Al3+
Fig. 1-106 Picture of Albizia lebbeck. 
Cited from Wikipedia. 
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の分子間架橋効果によるものである。金属塩濃度を変化させたときのガム溶液のsp を Fig. 
1-108 に示す。Al3+では粘度の増加により示されるように、架橋効果が支配的である。一方、
Ca2+では架橋効果を発現するために 10-3.5 g/dL の金属塩が必要である。それ以下の金属濃度
ではポリマー鎖は収縮し、粘度は減尐する(遮蔽効果)。Na+においては、架橋剤として働か
ないため遮蔽効果のみが発現する。これら糖質と金属の親和性は電荷 n とイオン半径 riの比
(Z = n / ri)に依存する[401]。Na
+、Ca2+、および Al3+の Z は、それぞれ 0.009、0.020、および
0.058 であるため、糖質と金属の親和性は以下のようになる。 
  NaCaAl 23  
これは他のガム溶液に Na+、Ca2+、および Al3+を添加したときのレオロジー挙動とも一致し
ている。 
 
Fig. 1-107 Effect of salts on the reduced viscosity of A. lebbeck polysaccharide in 
presence of 1 M NaCl, 0.334 M CaCl2 and 0.170 M AlCl3. 
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パンの製造もまたレオロジーによって説明ができる。小麦粉は水と一緒に捏ねることに
よって、粘りと弾力がでてくる。これはグルテン(Fig. 1-109)の働きによるものである。グル
テンはグリアジンおよびグルテニンか
らでできているため、結局グルテンの
働きは、このグリアジンおよびグルテ
ニンの機能によって決定する。グリア
ジンは、それだけだと軟らかく粘性を
示す。一方、グルテニンは引っ張ると
きにかなり力が必要で、それを途中で
手を離すと元に戻ろうとするゴムのよ
うな性質、すなわち弾性をもつ。グル
Fig. 1-108 Effect of salt concentration on the specific viscosity of 2% A. lebbeck 
polysaccharide solution in presence of NaCl, CaCl2, and AlCl3. The point on the 
y-axis indicates the specific viscosity in absence of salt. 
Fig. 1-109 Three-dimensional structure of 
gluten. Cited from protein data bank 
Japan [18]. 
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テンはこの 2 つの性質を兼ね備えているため、引っ張るときには力を入れる必要があるが、
それは千切れることなく尾を引く。つまり“粘性”と“弾性”の両方があるので“粘弾性”
があるという(Fig. 1-110)。グルテン懸濁液(パン生地)の粘度は、水含有量、混合手順、混合
時間、および寝かせ時間などの加工条件に影響する。Xu らは、グルテンを構成するグリア
ジンおよびグルテニンのそれぞれのレオロジー特性を調べた[402]。グリアジンおよびグル
テニンの粘度は、非 Newton 流体特性擬塑性流体を示すFig. 1-111)。グリアジン懸濁液の
粘度は、せん断速度が増加するにつれて減尐する。これをずり流動化(Shear thinning)という。
グルテニン懸濁液も同様に、大部分ではずり流動化を示す。しかしながら、低せん断速度 
(0.001-0.020 s-1)では粘度の増加が確認される。これをずり粘稠化(Shear thickening)という。
このずり粘稠化挙動は、構造的変化および再配列に関係すると考えられるが、詳しいずり
粘稠化機構は知られていない。この機構を解明することでグルテンを用いた生分解性プラ
スチックやフィルムなどの鋳物材料への応用が期待される。パン生地のレオロジー特性は
温度にも影響する(Fig. 1-112) [404]。初め 1300-1500 cP あったパン生地の粘度は、加熱する
に従って減尐した。その後 95oC で放置すると、粘度は徐々に増加した。加熱段階での粘度
の減尐は、立体配座の変化および水素結合の損失などの物理化学的特性の変化によるもの
である。95oC での放置処理はタンパク質の凝集を引き起こし、分子量が増加したため粘度
Fig. 1-110 Viscoelastic property of gluten consisted of viscous gliadin and elastic 
glutenin. Cited from foundation for seifunshinkoukai [403]. 
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が増加した。タンパク質の凝集機構は、グリアジン-グルテニン間のジスルフィド架橋反応
により説明できる[405]。グルテニンはチオール(-SH)基をもつマクロポリマーとして存在す
る。一方、グリアジンは分子内ジスルフィド(-S-S-)結合のみをもつ低分子である。90oC を
上回る温度では、グルテニンはグリアジン-グルテニン分子間でのジスルフィド結合により
グリアジンと結合できる(Fig. 1-113)。そして生成した SH 基は、他のグリアジンの S-S 基ま
たはグルテニンの SH 基と次の架橋反応をすることができ、連鎖的に架橋反応が起こる。
180-200oC でグルテン懸濁液(パン生地)を焼くと生地の中心温度が 95-97oC にまで上がるた
め、ジスルフィド架橋反応が進行して骨組みができ、冷えても膨らんだパンの形を保てる。
このように、レオロジーは、我々の生活の身近な所に関与している。 
Fig. 1-111 Non-linear steady shear viscosities for glidin and glutenin suspensions. 
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Fig. 1-112 Effect of temperature on the viscosity of gluten water suspension. 
Fig. 1-113 Model for gliadin-glutenin cross-linking through SH-SS exchange 
reactions during hydrothermal treatment. In the absence of additives heating to 
90oC leads to conformational changes exposing previously unavailable free 
SH-groups and polymerization of glutenin with oxidation of SH-groups. 
Glutenin can link to gliadin at temperatures exceeding 90oC through a SH-SS 
exchange reaction and the generated free SH-group can react further with either 
gliadin or glutenin. 
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1.5 本研究の目的および構成 
糖質は動物、植物および微生物中に広く分布し、地球上で最も多量に存在する有機化合
物の一群である。糖質の生体内における役割として、デンプンあるいはグリコーゲンは、
グルコースやスクロース同様に为要なエネルギー源となる。さらにセルロース、ヘミセル
ロース、およびキチンは生物体を支え、骨格を形づくる構築物質となっている。アミノ糖
を含むムコ多糖はタンパク質と結合して軟骨およびその他動物の結合組織の細胞間質を構
成している。また、遺伝やタンパク質合成に重要な核酸においても糖は为要な構成成分の
一つである。そして、細胞表面や細胞間質に分布する糖タンパク質、糖脂質、およびムコ
多糖が細胞相互の識別、細胞分化、および免疫などに関与しており、糖質の構造と生体機
能との関係が明らかとされている。 
近年、この糖質の優れた機能を人工的に再現した生体模倣技術(Biomimetics)に関する研究
が盛んに行われている。さらには、化学反応による修飾や材料との複合化により、体内で
働く糖質を超越した機能を発現できるようにもなってきている。その応用分野は様々であ
るが、バイオセンサーおよびドラッグデリバリーシステム(DDS)といった生化学工学および
医薬学が为である。例えば、薬物を多糖類に導入したプロドラッグキャリアーは、粒子安
定性および生分解性という特性から注目の DDS 用バイオマテリアルである。従来の多糖類
への官能基導入では、植物などから採取した多糖類の水酸基に官能基を化学反応によって
直接導入してきた。しかしながら、多糖類自体の立体排除体積および複数ある導入サイト
（水酸基）の存在によって効率的な多糖類の機能化は困難である。さらには、官能基導入
率の制御が可能になれば、その多糖類の機能性を制御することにつながるが、化学法によ
る官能基導入では制御が困難であり、材料として望ましい多糖類分子設計が限定されてい
る。 
生体内で多糖類を生産するのは、生体触媒である酵素、特に転移酵素である。酵素反応
は、特定の物質(基質)に対して特定の反応を特異的に触媒作用することができる。また、比
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較的温和な条件下で多糖類を合成することができるため、化学法のように高温高圧にする
必要も無く副反応も抑制できる。現在、発見されている転移酵素は、グリコシル基転移酵
素だけでも約 300 種類あり、様々な種類の酵素が入手可能である。酵素を組み合わせて、
予め基質の段階で官能基を導入しておきその後転移酵素で重合すると、高効率なナノレベ
ルでの機能的な多糖類分子設計が可能となり、あらゆる種類の機能性多糖類をテイラーメ
イドに合成できるといった可能性を秘めている。 
本研究では、この酵素反応を in vitro に利
用して糖質材料を構築することを目的とす
る。糖質材料を作製するためには、Fig. 1-114
に示すように材料や合成ポリマーと糖質と
の複合化、もしくは糖質そのものを機能化
することで達成される。ここで、機能化と
は、糖質に官能基を導入し新たな特性を付
与することと定義する。複合体化では、糖
質を材料に固定する際の結合剤として固定化酵素を利用する。糖質の機能化では、糖質へ
の効率的な官能基の導入および重合に酵素を利用する。そして、酵素反応を利用して材料
もしくは糖質自身に工学的機能を付与した糖質材料を分離分析や食品産業等での応用を目
指す。 
http://www.ohisama-shower.com/ 
第 1 章 緒 言 
127 
 
 
＊
本
研
究
で
達
成
し
た
ポ
リ
マ
ー
お
よ
び
材
料
は
、
太
字
で
記
載
す
る
。
 
F
ig
. 1
-1
14
 P
re
pa
ra
ti
on
 o
f 
fu
nc
ti
on
al
 s
u
ga
r 
m
at
er
ia
ls
 u
si
n
g 
en
zy
m
at
ic
 r
ea
ct
io
ns
.
 
第 1 章 緒 言 
128 
 
 
本論文は、全 10 章で構成されている。本研究内での各章の位置づけを表すフローチャー
トを次ページに示す。本研究は、膜との複合体化および糖質の機能化の 2 つに大別される。 
第 2 章では、酵素反応で生成したデキストランのユニークな特性を利用して膜を表面修飾
し、膜に工学的機能を付与する。第 3 章では、固定化酵素により生成したデキストランに
より膜に付与した溶媒応答性を評価して、膜分離システムを提案する。第 4 章では、様々
な酵素反応を組み合わせることにより位置選択的に高い導入率をもつデキストラン誘導体
の合成を行う。第 5 章では、そのカルボニル基含有デキストランを食品分野で応用するた
めに求められるレオロジー特性を評価し、水中での溶存形態を推定する。第 6 章では、カ
ルボニル基含有糖質の応用分野拡大を目指し、カルボニル基含有糖質の大量合成システム
としてバイオリアクターを開発すると同時に、本研究で提案した多糖類誘導体合成法が従
来法に比べて適していることを立証する。第 7 章では、実際にカルボニル基含有糖質を食
品分野で応用するため、タンパク質の凝集を抑制する食品添加物としての利用を試みる。
第 8 章では、糖質材料の作製に用いる酵素の種類を増やすめ、加水分解酵素であるプロテ
アーゼ Nおよび転移酵素であるレバンスクラーゼに関する基礎的研究を行う。第 9 章には、
総括として 6 年間の研究成果をまとめ、今後の展望を述べる。最後に、この 6 年間の業績
を第 10 章に記載する。 
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2.1 緒言 
材料に多糖類をグラフトする表面修飾は、それら多糖類がもつ機能を材料表面に付与で
きる。多糖類の固定法として、活性官能基を導入した多糖類をあらかじめ合成して、これ
を表面に物理吸着または化学吸着させる Grafting-to 法がある[1]。この Grafting-to 法では、
表面に固定する多糖類の立体障害のため、高密度な高分子の固定が困難である。さらに、
物理吸着の場合は表面と多糖類間の相互作用(疎水性相互作用および水素結合等)が比較的
弱いため、表面からの高分子の漏出が懸念される。 
デキストランは、グルコース残基が主に-1, 6 グリコシド結合した多糖類である[2]。デキ
ストランは、多くの水酸基を有するポリオールであり、ポリビニルアルコール等の合成高
分子同様に親水性を示す。また、それら水酸基への官能基の導入は簡便であり、様々なデ
キストラン誘導体を合成できる。さらに、デキストランは、アミロース等の 1, 4 結合性多
糖類とは異なり、1, 6 結合であるため回転中心に C-6 位(-CH2-)をもつ。従って、回転中心が
エーテル部位しかない 1, 2、1, 3、および 1, 4 結合性多糖類に比べてデキストランの自由度
は高く、より柔軟な立体構造をもつ。これらの特性より、デキストランは、セルロース等
よりも高い生体適合性をもつため、医薬品や分離材料として使用されている[3, 4]。 
このデキストランは、デキストランスクラーゼ(DSase)という転移酵素によりスクロース
から生成する(Fig. 2-1)。DSase の反応で生成するデキストランの最も興味深い特性は、生成
したデキストランが DSase の活性中心と複合体を形成することにある[5-7]。このユニーク
な特性を利用して、DSase を担体表面に固定し、その後スクロースを反応させてデキストラ
ン鎖を生成すれば、担体表面にデキストランの特性を付与する表面修飾法となる(Fig.2-2)。
Fig. 2-1 Production of dextran and fructose from sucrose using DSase reaction. 
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本研究では、この DSase-デキストラン複合体化を利用した表面修飾を酵素法と呼ぶ。この
酵素法は、Grafting-from 法（表面開始ラジカル重合）[1]のようにデキストラン鎖が表面か
ら生成するため、Grafting-to 法に比べて高密度にデキストランを固定できる。ただし、成長
末端でモノマーが反応する Grafting-from 法と違って、デキストランは髪の毛のように固定
化 DSase の活性中心（根元）から成長する反応メカニズムをもつため、デキストランの成
長に伴った基質拡散移動抵抗の影響を受けてしまう(Fig. 2-3)。穏和な条件下という酵素反応
の特性は、担体の务化を抑制できるという観点からも有用である。 
シラス多孔質ガラスは、南九州に豊富なシラスを主原料に開発した新素材で SPG と称さ
れる[8]。SPG は、精密に制御されたミクロンサイズの細孔を有し、その大きさは 50-20,000 
nm と自由に変えられることから、機能性ガラス膜として応用されている。また、化学修飾
Fig. 2-3 Generation mechanism of polymer on surface. (a) enzymatic method 
using DSase and (b) grafting-from method. 
Fig. 2-2 Enzymatic surface modification with dextran-DSase complex. 
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により表面を親-疎水化でき、様々な官能基を導入可能である。SPG 膜は、多孔質にもかか
わらず機械的強度が高く、成形性に富んで用途に適した材料設計ができることから、精密
ろ過および乳化による均一な粒子作製に応用されている[9-14]。 
本章では、デキストラン-DSase 複合体を形成する特性を利用して SPG 膜の表面修飾を行
い、SPG 膜に工学的機能性を付与する。DSase 溶液を SPG 膜に透過して固定後、基質溶液
を透過して膜表面にデキストラン鎖が形成したデキストラン生成膜を作製した。ここで、
基質濃度、SPG 膜の孔径、および基質溶液供給速度を変化させてデキストラン生成への影
響を調べた。さらに、SPG 膜に付与したデキストランの工学的機能（膜の空孔率の制御、
サイズ排除分離、およびアフィニティー吸着性）について評価した。 
 
2.2. 実験操作 
2.2.1. 基材および試薬 
膜担体には SPG テクノ（株）製の SPG 膜を用いた。SPG 膜の物理的特性を Table 2-1 に
示す。デキストランスクラーゼ from Leuconostoc mesenteroides (E.C.: 2.4.1.5、比活性: 10 U/mg、
Lot No.: 128H4026、067K4164、および 018K4014)、およびポリスチレン製のラテックスビー
ズは、Sigma Chemical Co. から購入した。ラテックスビーズは、平均粒子径が 100 nm (Lot No.: 
083K0987 および 056K1571)および平均粒子径が 55 nm (Lot No.: 117K1185)のものを用いた。
Table 2-1 Properties of SPG membrane used in the present study. 
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スクロースは、Wako Chemical Co.から購入した。シリンジポンプ(S-1235, Atom Medical 
International, Inc) は、SPG 膜への溶液の供給に用いた。圧力損失は、NAGANO KEIKI Co., Ltd.
製の圧力計(AA10-123、0.0-0.2 MPa、Lot No.: 5185356)を用いて測定した。 
 
2.2.2 デキストラン生成膜の作製 
デキストラン生成膜の作製は、1) DSase の固定および 2) デキストランの生成の二段階で
行った(Fig. 2-4)。DSase を膜の孔表面に固定するため、SPG 膜を Fig. 2-5 に示すマイクロフ
ィーダーに取り付け、DSase 溶液（0.2 U/mL、10 mM 酢酸緩衝液、pH 5.5）を SPG 膜の内面
から外面に透過した。流出液を採取し、その流出液中の酵素活性を測定した。酵素活性を
測定するために、0.5 mL の DSase 溶液にスクロース溶液（0.5 mL、10 mM 酢酸緩衝液、pH 5.5）
を加え、インキュベーター内（30 oC）で反応させた。10 分後、90oC のヒーターで酵素を失
活させ反応を停止した。生成したフルクトース濃度は、Somogyi- Nelson 法[15, 16]により測
定した。SPG 膜への DSase の固定量は以下の式から算出した。 
v
W
CC )(
(U/g) membraneSPG on  dimmobilize DSase ofAmount 0

   (2.1) 
Fig. 2-4 Preparation scheme of dextran-containing membrane; 1) 
immobilization of DSase and 2) production of dextran and fructose. 
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ここで、C0および C は、それぞれ供給液および流出液中の DSase 濃度（U/mL）、v は流出液
量（mL）、W は膜重量（g）である。 
膜の孔表面にデキストランを生成するため、濃度が異なるスクロース溶液（10 mM 酢酸
緩衝液、pH 5.5）を 5-100 mL/h で DSase が固定した膜の内面から外面に透過した。生成し
たデキストランは膜に保持されるため、直接的にデキストランを定量するのは困難である。
ここで、副生成物として膜から遊離したフルクトース濃度より、生成したデキストランの
生成量を算出した。流出液中のフルクトース濃度は Somogyi-Nelson 法により測定した。デ
キストランの生成量は以下の式から算出した。 
v
W
Cv
d(mg/g) membraneSPG on  produceddextran  ofAmount  
0
F
   (2.2) 
ここで CF、v、および W は、それぞれ流出液中のフルクトース濃度(g/L)、流出液量(mL)、
および膜重量(g)である。 
 
2.2.3 デキストラン生成膜の空孔率の算出 
膜の孔がどれくらい酵素反応で生成したデキストランにより充填されたかを調べるため
に、デキストラン生成膜の作製の際にスクロース溶液を透過した時の圧力損失を測定した。
膜の空孔率は、流速および圧力損失の値を用いて Kozeny-Carman の式[17]から算出した。 
Fig. 2-5 Apparatus for preparation of dextran-containing membrane. 
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μL
ε
ε)(1S
ΔP/V
3
22 

k   (2.3) 
ここで、P、V、k、S、、、および L は、それぞれ圧力損失、流速、Kozeny 定数、比表
面積、空孔率、粘度、および膜厚である。k、S、、および L がデキストラン生成前後で一
定とすると、SPG 膜およびデキストラン生成膜の空孔率の比率は、以下のようになる。 
003
1
2
0
3
0
2
1
11 /VΔP
ε)ε(1
ε)ε(1
/VΔP


   (2.4) 
ここで、下付き文字 0 および 1 は、それぞれ未修飾の SPG 膜およびデキストラン生成膜を
表す。 
 
2.2.4 デキストラン生成膜によるコロイド粒子の除去 
デキストラン生成膜によるコロイド粒子の除去は、静的および動的に行った。静的なコ
ロイドの除去に関して、200 mg/L に調製したラテックスビーズ懸濁液(平均粒子径 100 nm、
4 mL)を様々な量のデキストランを生成させた膜に透過した。流出液の濁度を紫外可視分光
光度計の吸光度 600 nm で測定し、濁度からラテックスビーズの除去率を求めた。ラテック
スビーズの除去率は、以下の式より算出した。 
0
0100(%)Rejection 
C
CC 
  (2.5) 
ここで、C0 および C は、それぞれ供給液および流出液中のラテックスビーズ濃度(mg/L)で
ある。 
動的なコロイドの除去(Fig. 2-6)に関して、粒子径が 55 nm および 100 nm のラテックスビ
ーズ(各 25 mg/L、計 50 mg/L) -スクロース(5 g/L)混合溶液を 100 mL/h で膜に透過した。流出
液中のフルクトース濃度および濁度を測定して、それぞれ(2.2)式および(2.5)式によりデキス
トランの生成量およびラテックスビーズの除去率を算出した。ここで、55 nm および 100 nm
のラテックスビーズ濃度 Cx nmは、以下の式より算出した。 
nm 552nm 1002nm 655
nm 551nm 1001nm 500
 Abs
 Abs
CbCa
CbCa


  (2.6) 
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ここで、a1、b1、a2、および b2は、それぞれ 100 nm ラテックスビーズ懸濁液の吸光度 500 nm、
55 nm ラテックスビーズ懸濁液の吸光度 500 nm、100 nm ラテックスビーズ懸濁液の吸光度
655 nm、および 55 nm ラテックスビーズ懸濁液の吸光度 655 nm から作製した検量線の傾き
である。 
 
2.2.5 デキストラン生成膜によるレクチンのアフィニティー吸着 
膜表面に生成したデキストランをアフィニティー吸着サイトとして用いるために、レク
チンの吸着を行った。レクチンとしてコンカナバリン A (Con A、Mw: 104 kDa、pI: 4.5-5.5)
を用いた。Con A は、-D-マンノースおよび-D-グルコース残基に特異性をもつタチナタマ
メ科の四量体タンパク質である[18]。100 mg/L に調製したタンパク質溶液（10 mmol/L 酢酸
緩衝液、pH 5.5）をデキストラン生成膜に透過した。流出液を連続的に回収し、流出液中の
タンパク質濃度を紫外可視分光光度計の吸光度 280 nm から測定した。膜による Con A の吸
着量 q (mg/g)は、以下の式より算出した。 



v
v
W
CC
q
0
ef d(mg/g)    (2.7) 
ここで、下付き文字 f および e は、それぞれ供給液および流出液を表す。 
Fig. 2-6 Illustrated scheme of dynamic separation of colloidal particle with 
dextran-generating membrane. DSase is preliminary immobilized on the 
membrane pore. Sucrose solution including colloidal particle was permeated 
through DSase-immobilized membrane, demonstrating the gradual generating 
dextran rejected colloidal particle dynamically by dextran's excluded volume. 
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2.3 結果および考察 
2.3.1 膜表面への DSase の固定およびデキストランの生成 
SPG 膜に DSase 溶液を透過し、膜表面に酵素を固定した。DSase は、膜表面を構成するシ
リカ-アルミナの水酸基とのイオン-双極子相互作用により固定されたと推察される。この
DSase を固定した SPG 膜にスクロース溶液を供給してデキストラン鎖を形成した。スクロ
ース濃度を変化させた時の膜表面でのデキストラン生成量を Fig. 2-7 に示す。基質濃度が高
くなるにつれてデキストラン生成速度は速くなった。次に、デキストランの生成量への膜
の孔径の影響を調べた(Fig. 2-8)。小さな孔径をもつ膜ほどデキストランの生成速度が速かっ
た。膜の孔径が大きくなるとスクロースの拡散が律速段階となるため、デキストランの生
成速度に変化があった。さらに、スクロース溶液の透過速度が遅くなるにつれて膜内での
基質の滞留時間が増加するため、デキストランの生成量も増加した(Fig. 2-9)。このように、
Fig. 2-7 Effect of sucrose concentration on the amount of dextran produced. 
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Fig. 2-9 Effect of flow rate of sucrose solution on the amount of dextran 
produced. 
Fig. 2-8 Effect of pore size of membrane on the amount of dextran produced. 
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より高濃度の基質、より小さな膜の孔径、より遅い基質溶液の透過速度、より長い基質溶
液の透過時間、およびより多くの DSase の固定量により、より多くのデキストラン鎖を形
成できる。基質溶液透過後の流出液中にはデキストランの存在がほとんど確認されなかっ
たため、固定された DSase が膜とデキストラン間の結合剤として働き、デキストランは膜
表面に保持された。 
 
2.3.2 デキストラン生成による膜の空孔率の制御 
デキストランの生成段階における圧力損失を測定した。スクロース溶液を SPG 膜に透過
した時の圧力損失を Fig. 2-10 に示す。デキストランの生成量が増加するにつれて圧力損失
は増加した。これは、膜表面に固定された DSase の活性中心からデキストランが生成して
膜の孔が充填されたためである。この時の流速と圧力損失の値より Kozeny-Carman の式を
用いて膜の空孔率を算出した。Kozeny-Carman の式に従った SPG 膜(孔径: 500 nm)のP/V と
空孔率の関係を Fig. 2-11 に示す。また、算出した空孔率を Fig. 2-10 に示す。今回用いた
SPG 膜の孔径および空孔率は、それぞれ 500 nm および 36%であり、デキストランの生成に
より 15%まで空孔率を低下できた。さらに膜の孔表面にデキストランを生成すれば、さら
なる孔の充填、すなわち空孔率の低下も可能である。 
 
2.3.3 デキストラン生成による膜へのコロイド排除分離機能の付与 
SPG膜の孔表面にデキストランを生成して膜の孔を充填した。膜の空孔率が低下すれば、
サイズ排除による除去効率は向上する。そこで、このデキストランで機能化した膜を用い
てコロイド粒子の除去を試みた。今回用いたコロイド粒子、ラテックスビーズは疎水性表
面をもつポリスチレン製であり、親水性であるデキストランに吸着しないためにデキスト
ランによるサイズ排除効果のみを評価できる。異なるデキストラン生成量をもつ膜による
ラテックスビーズ(粒径: 100 nm)の除去率を Fig. 2-12 に示す。デキストラン生成量が増加す
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るにつれてラテックスビーズの除去率も増加した。これは、デキストランの生成に伴い膜
の孔が充填され、SPG 膜(孔径: 500 nm)では透過できていたラテックスビーズを除去したた
めである。膜の孔表面にデキストランを生成することで、精密ろ過スケールの孔をもつ膜
が限外ろ過スケールあるいはナノろ過スケールへと対応できるようになる。 
これまで記述したコロイド粒子の除去は、先にデキストランで機能化した膜を作製した
後に用いているため、静的な除去と言える。そこで、DSase 固定膜にコロイド溶液とスクロ
ース溶液を同時に透過し、デキストラン生成に伴い膜の空孔率が徐々に変化しな
Fig. 2-10 Pressure loss and porosity versus amount of dextran produced. 
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Fig. 2-11 Value of P/V vs porosity of dextran-containing membrane with 500 
nm of pore size, according to Kozeny-Carman equation. 
Fig. 2-12 Amount of dextran produced vs. rejection percentage of latex bead. 
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がらコロイド粒子を除去する動的な除去を行った。DSase を固定した膜にラテックスビーズ
(粒子径: 100 nm、50 mg/L)-スクロース(5 g/L)混合溶液を透過すると、ラテックスビーズ無添
加時に比べて 75%にまで DSase の相対活性が低下したが、デキストランの生成は確認でき
た。粒子径が 55 nm および 100 nm のラテックスビーズ(各 25 mg/L、計 50 mg/L) -スクロー
ス(5 g/L)混合溶液を膜に透過した時のラテックスビーズの除去率を Fig. 2-13 に示す。最初、
それぞれの粒子の除去率は一定であったが、デキストランの生成に伴って大きいラテック
スビーズ(粒子径: 100 nm)の除去率が劇的に増加した。その後、遅れて小さいラテックスビ
ーズ(粒子径: 55 nm)の除去率の増加が確認された。100 nm および 55 nm のラテックスビー
ズ除去率のブレイクポイントにおけるデキストラン生成量は、それぞれ 3 mg/gおよび4 mg/g
であり、デキストラン生成に伴い膜の空孔率が徐々に変化しながらコロイド粒子を逐次的
に分離できた。デキストランで機能化した膜によるダイナミックなコロイド粒子の除去は、
グラジエント-クロマトグラフィーに類似したコロイド排除分離技術となる。 
Fig. 2-13 Dynamic separation of latex beads with dextran-produced membrane 
in permeating sucrose solution containing 100 nm and 55 nm latex beads. 
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2.3.4 デキストラン生成による膜へのレクチン吸着機能の付与 
膜表面に生成したデキストランをアフィニティー吸着サイトとして用いるために、レク
チンの吸着を行った。Con A 溶液を膜に透過した時の膜への吸着量を Fig. 2-14 に示す。SPG
膜に比べて、デキストラン生成膜に対する Con A の吸着量は高かった。膜表面に生成した
デキストランを構成するグルコース残基と Con A の特異性により吸着能が向上した。デキ
ストランで機能化した膜に対する Con A の吸着量は膜表面でのデキストランの生成量に依
存した(Fig. 2-15)ため、膜への Con A の吸着サイトはデキストランである。 
一般に、デキストランを担体に固定すると表面が親水化するため、タンパク質の吸着量
は低下する[19-29]。デキストラン-DSase 複合体化を利用して、膜以外の担体（ヒドロキシ
アパタイト）の親水化によりタンパク質付着の抑制にも成功している[30]。従って、Con A
の吸着にはデキストラン中のグルコース残基-Con A 間の特異的相互作用によるものである。
膜にデキストランを生成することで、タンパク質の吸着を制御できた。 
 
2.4. 結言 
転移酵素反応後にも DSase と複合体を形成するというデキストランのユニークな特性を
利用した膜の表面修飾法を行った。固定化酵素法によって材料表面に固定しにくい親水性
のデキストランを高密度に形成できる。デキストランは親水性であるために水を多く含有
でき、分子の非特異的な付着を抑制できる。また、柔軟な分子構造は、デキストランを分
子の固定場にしたときに、その分子構造を変化させることなく固定できる。これらの特性
からデキストランはバイオマテリアルとしての魅力的な利用価値をもつ。この酵素法によ
り調製したデキストラン生成膜を用いて、第 3 章ではデキストランにより膜に付与した溶
媒応答性を評価して、新規分離技術を提案する。 
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Fig. 2-14 Amount of Con A adsorbed on dextran-produced membrane and SPG 
membrane. 
Fig. 2-15 Con A adsorption as a function of the amount of dextran produced 
from dextransucrase. 
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3.1 緒言 
温度、pH、溶媒、化学物質の添加、および光照射に応答して形状や物性を変える刺激応
答性材料は、様々な応用分野で幅広く研究開発が進められている。刺激応答性材料の作製
法は、主に表面修飾である。材料に官能基および分子を導入する表面修飾は、それら官能
基および分子の機能を材料表面に付与できる。特に、刺激応答性高分子のグラフト化は多
くの報告例がある[1-7]。例えば、ポリスチレンで被覆されたガラス上に作製されたポリア
クリル酸ブラシでは、pH、イオン強度、および接触時間に応答して可逆的な立体構造変化
が確認されている[8]。ポリ-2-(ジメチルアミノ)エチルメタクリル酸ブラシは温度および pH
に応答してポリマーブラシが伸長-伸縮する[9, 10]。Motornov らは、ポリ-(スチレン-b-2-ビニ
ルピリジン-b-エチレンオキシド) でコートした表面がガラス転移温度以上への加熱および
酸処理により超疎水性-親水性表面に切り替わることを報告している[11]。ポリ-N-イソプロ
ピルアクリルアミド (PNIPAAm) [12]およびポリ(2-(2-メトキシエトキシ) エチルメタクリ
ル酸) [13, 14]もまた温度に応答して立体構造や親水化度が変化する高分子である。他にも、
スピロピラン[15, 16]および 16-メルカプトヘキサデカン酸[17]によって修飾された表面は、
それぞれ光照射、および電場に応答して湿潤性が変化する。このように合成高分子による
報告は数多く存在する。生体高分子に関しては、pH 応答性の報告[18, 19]はある一方、生体
高分子を用いたそれ以外の刺激応答性の報告は尐ない。 
デキストランは、-1, 6 グリコシド結合から成るポリグルコースであり、Leuconostoc 属
の細菌から採取される酵素、デキストランスクラーゼ(DSase、E.C.: 2.4.1.5)によってスクロ
ースから生産される多糖類である[20]。デキストランは、水溶性、生体適合性、および生分
解性という特性から、食品添加物や医薬品用として世界中で年間 2,000 t が生産されている。
他にもデキストランおよびその誘導体は、代替血漿剤[21]、バイオセンサー[22]、およびク
ロマトグラフィーカラムの充填剤(Sephadex) [23]として広く用いられている。DSase の反応
で生成したデキストランの最も興味深い特性は、生成したデキストランが DSase の活性中
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心と複合体を形成することにある[24-26]。DSase を担体表面に固定し、その後スクロースと
反応すると DSase の活性中心からデキストランが生成する。この DSase-デキストラン間の
結合は、グルコース、フルクトース、マルトース等の受容体と反応すると切断される[27]。
固定化した DSase と基質が反応すると、DSase によって副生成物として生成したフルクトー
ス受容体は遊離して周囲のフルクトース濃度は低下するため、固定された DSase とデキス
トランとの複合体構造は保持される。 
第 2 章では、この DSase-デキストラン複合体化を利用して、膜担体の表面修飾に応用し
た。DSase を膜の孔表面に固定し、固定した DSase からデキストラン鎖を成長させるために
スクロースを反応させた。表面に固定した DSase は、生体触媒としてだけでなくデキスト
ラン鎖と担体間の結合剤としても働く。従って、”Grafting-from”法、すなわち表面開始ラジ
カル重合[28]によって調製したポリマーのように、固定化 DSase から生成したデキストラン
は末端固定化ポリマーとなる。機能性ポリマーを担体表面に直接吸着もしくはカップリン
グさせる”Grafting-to”法[28]は、表面に固定する高分子の立体障害のため、高密度な高分子
の固定が困難である。また、物理吸着の場合は比較的弱い相互作用が働くため、表面から
の高分子の漏出が懸念される。一方で酵素法では、デキストラン鎖が表面から生成するた
め、Grafting-to 法に比べて高密度にデキストランを固定できる。ただし、成長末端でモノマ
ーが反応する Grafting-from 法と違って、デキストランは髪の毛のように固定化 DSase の活
性中心（根元）から成長する反応メカニズムをもつため、デキストランの成長に伴った基
質拡散移動抵抗の影響を受けてしまう。ラジカルグラフト重合、アミノ化、およびエポキ
シ化などの化学法と違って、穏和な条件下で表面修飾でき、担体の劣化を防げる。デキス
トランの生成量および長さは、反応時間および基質濃度をパラメーターとして制御可能で
ある。これまでに挙げた材料表面への高分子導入法の特徴を Table 3-1 に示す。 
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コロイドサイズを対象とする膜クロマトグラフィーでは細孔のファウリングによる分離
性能の低下は避けられず、長期操作するためにも膜の耐ファウリング性は重要な課題であ
る。担体表面の親水化は、タンパク質およびコロイド-担体間の非特異的相互作用を抑制し
て、ファウリングの防止に役立っている[29-31]。表面親水化は、エチルヒドロキシエチル-
セルロース[32, 33]、ポリヒドロキシエチルメタクリル酸[34, 35]、およびポリビニルアルコ
ール[36, 37]などの水溶性ポリマー固定により達成されている。デキストランを固定した親
水化もまた非特異的相互作用の抑制に有用である[38-42]。もう一つの膜クロマトグラフィ
ーの問題は、サイズ排除による捕捉後に膜からのタンパク質およびコロイドの回収が困難
なことである。刺激応答性高分子を固定した膜を用いると、阻止されたタンパク質および
コロイドは、ポリマーの体積変化により膜から溶離される。Choi らは、感温性高分子
PNIPAAm を固定した多孔性ポリエチレンフィルムを用いて、溶離液として温度の異なる水
を透過して連続的に分離回収を行う膜システムを提案している[2, 43]。 
水溶液中に遊離したデキストランは多くの水酸基をもつため、水素結合によりランダム
コイル状構造をとる。10 kDa および 2000 kDa のデキストランのストークス径は、それぞれ
2.7 nm および 27.2 nm である[44]。デキストランの立体構造は、存在する媒体によって変化
する。例えば、メタノール存在下では、デキストランは凝集沈殿を引き起こす（Fig. 3-1）。
末端固定化デキストランは、多くの水分子と水素結合して伸長した構造をもつ。メタノー
ル中では、脱水作用により水分子が除去されてデキストランの立体構造は収縮する。この
Table 3-1 Properties for immobilization of polymer on the surface. 
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溶媒応答現象は、ポリビニリデンフルオライド（PVDF）上にグラフトしたポリアクリルア
ミドおよびポリアクリル酸でも観察されている[45]。末端固定化デキストランは、溶媒応答
性材料の素子となる。 
本研究では、無機膜担体表面に酵素反応によりデキストランを生成して、溶媒応答性を
付与した表面修飾を行った。DSase を無機多孔性中空糸膜に固定し、スクロース溶液を透過
して表面にデキストランを生成した。デキストランを生成した膜に異なる組成をもつ水-メ
タノール溶液を透過して、膜の空孔率変化よりデキストラン鎖の可逆的伸長-収縮挙動を確
認した。膜に捕捉されたコロイド粒子を回収するため、デキストランを生成した膜にコロ
イド粒子を透過後に 50% メタノール溶液を透過してコロイド粒子を溶離した。 
 
3.2. 実験操作 
3.2.1. 基材および試薬 
膜担体には SPG テクノ（株）製のシラス多孔質ガラス（SPG、Lot No.: PEN08B05 および
PEN08A30）膜を用いた。SPG 膜の物理的特性を Table 3-2 に示す。デキストランスクラーゼ
from Leuconostoc mesenteroides (E.C.: 2.4.1.5、比活性: 185 U/mg、Lot No.: 018K4014)、ウシ血
清アルブミン(BSA、Lot No.: 075K7572)、およびラテックスビーズ(ポリスチレン製、平均粒
子径: 600 nm、Lot No.: 076K1103) は、Sigma Chemical Co. から購入した。スクロースは、
Fig. 3-1 Solubilization of dextran in water and precipitation of dextran in 
methanolic media. 
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Wako Chemical Co.から購入した。シリンジポンプ(S-1235, Atom Medical International, Inc) は、
SPG 膜への溶液の供給に用いた。圧力損失は、NAGANO KEIKI Co., Ltd.製の圧力計
(AA10-123、0.0-0.2 MPa、Lot No.: 5185356)を用いて測定した。 
 
3.2.2 デキストラン生成膜の作製 
デキストラン生成膜の作製は、1) DSase の固定および 2) デキストランの生成の二段階で
行った（Fig. 3-2）。DSase を膜の孔表面に固定するため、SPG 膜を Fig. 3-3 に示すマイクロ
フィーダーに取り付け、0.2 U/mL の DSase 溶液（10 mM 酢酸緩衝液、pH 5.5）を 30 mL/h
で 60 分間 SPG 膜の内面から外面に透過した。流出液を採取し、その流出液中の酵素活性を
測定した。酵素活性を測定するために、0.5 mL の DSase 溶液にスクロース溶液（0.5 mL、
10 mM 酢酸緩衝液、pH 5.5）を加え、インキュベーター内（30℃）で反応させた。10 分後、
90℃のヒーターで酵素を失活させ反応を停止した。生成したフルクトース濃度は、Somogyi- 
Nelson 法[46, 47]により測定した。SPG 膜への DSase の固定量は以下の式から算出した。 
v
W
CC )(
(U/g) membraneSPG on  dimmobilize DSase ofAmount 0

   (3.1) 
ここで、C0および C は、それぞれ供給液および流出液中の DSase 濃度（U/mL）、v は流出液
量（mL）、W は膜重量（g）である。 
Table 3-2 Properties of SPG membrane used in the present study. 
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膜の孔表面にデキストランを生成するため、25 g/L のスクロース溶液（10 mM 酢酸緩衝
液、pH 5.5）を 30 mL/h で DSase が固定した膜の内面から外面に透過した。生成したデキス
トランは膜に保持されるため、直接的にデキストランを定量するのは困難である。そこで、
副生成物として膜から遊離したフルクトース濃度より生成したデキストランの膜表面密度
を評価した。流出液中のフルクトース濃度は Somogyi-Nelson 法により測定した。デキスト
ランの表面密度()は以下の式から算出した。 
Fig. 3-2 Preparation scheme of dextran-containing membrane; 1) 
immobilization of DSase and 2) production of dextran and fructose. 
Fig. 3-3 Apparatus for preparation of dextran-containing membrane. 
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v
W
Cv
d
S
 )(mg/m 
0
F2
    (3.2) 
ここで CFおよび S は、それぞれ流出液中のフルクトース濃度(g/L)および SPG 膜の比表面積
(m2/g)である。 
 
3.2.3 デキストラン生成膜の空孔率の算出 
デキストラン生成膜の空孔率を調べるために、デキストラン生成膜の作製の際にスクロ
ース溶液を透過した時の圧力損失を測定した。空孔率および膜の孔径は、流速および圧力
損失の値を用いてそれぞれ Kozeny-Carman の式[48]および Hagen-Poiseuille の式から算出し
た。 
μL
ε
ε)(1S
ΔP/V
3
22 

k
  (3.3) 
4
μL128
P/V
D
     (3.4) 
ここで、P、V、k、S、、、L、および D はそれぞれ圧力損失、流速、Kozeny 定数、比
表面積、空孔率、粘度、膜厚、および孔径である。k、S、、および L がデキストラン生成
前後で一定とすると、SPG 膜およびデキストラン生成膜の空孔率および孔径の比率は、以
下のようになる。 
003
1
2
0
3
0
2
1
11 /VΔP
ε)ε(1
ε)ε(1
/VΔP


   (3.5) 
00
4
1
0
11 /VP/VP 






D
D
   (3.6) 
ここで、下付き文字 0 および 1 は、それぞれ未修飾の SPG 膜およびデキストラン生成膜を
表す。 
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3.2.4 デキストラン生成膜への組成が異なる水-メタノール溶液の透過 
 デキストラン鎖の伸長-収縮を推算するために、異なる組成をもつ水-メタノール溶液をそ
れぞれ SPG 膜およびデキストラン生成膜に透過して、圧力損失を測定した。水-メタノール
溶液透過時のデキストラン生成膜の空孔率は、粘度項を組み込んだ以下の式から算出した。 
003
1
2
0
3
0
2
1
W
M
11 /VΔP
ε)ε(1
ε)ε(1
/VΔP





  (3.7) 
ここで、下付き文字 W および M は、それぞれ水および水-メタノール溶液を表す。デキス
トラン鎖の溶媒応答性が可逆的であることを確認するために、デキストラン生成膜に 30 
mL/h で水および 50%メタノール水溶液を交互に透過した。水および 50%メタノール水溶液
は、圧力損失が定常状態になるまで透過した。 
 
3.2.5 デキストラン生成膜の保存安定性 
デキストラン生成膜の保存安定性を調べるために、デキストラン生成膜を 50%メタノー
ル水溶液(3.7 mL)中に浸漬した。浸漬して 1 週間後、膜を Fig. 3-3 に示す装置に取り付け、
様々な流速で膜に水を透過した時の圧力損失を測定して、浸漬前の圧力損失と比較した。 
 
3.2.6 デキストラン生成膜へのタンパク質およびコロイド溶液の透過 
ウシ血清アルブミン(BSA)溶液（100 mg/L、10 mM 酢酸緩衝液、pH 5.5）を 5 mL/h でデキ
ストラン生成膜の内面から外面に透過した。流出液を連続的に採取し、その流出液中の BSA
濃度を紫外可視分光光度計（UV、U-3310、Hitachi High-Technologies Corporation）を用いて
吸光度 280 nm により測定した。BSA の吸着量(qは以下の式から算出した。 



v
v
W
CC
q
0
ef d(mg/g)    (3.8) 
ここで、下付き文字 f および e は、それぞれ供給液および流出液を表す。 
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デキストラン生成膜によるコロイド粒子の阻止および溶離を行うために、ポリスチレン
製コロイド粒子であるラテックスビーズ水溶液（平均粒子径 600 nm、5-50 mg/L）を 30 mL/h
でデキストラン生成膜の内面から外面に透過した。流出液を連続的に採取し、その流出液
の濁度を吸光度 660 nm により測定した。そして、溶離液として水および 50%メタノール水
溶液をデキストラン生成膜に透過して、ラテックスビーズを回収した。ラテックスビーズ
を溶離したデキストラン生成膜を減圧乾燥し、走査型電子顕微鏡(SEM、JCM-5100、Jeol)に
より膜の内表面を観察した。 
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3.3 結果および考察 
3.3.1 膜表面への DSase の固定およびデキストランの生成 
DSase 溶液を SPG 膜に透過して、孔表面に DSase を固定した。DSase 溶液を SPG 膜に 60
分間透過した時、0.2-3.5 U/g の DSase が膜に固定された。しかしながら、供給した DSase
の固定率は 0.8-13.6%と低く、その多くは固定されずにそのまま流出した。効率的に DSase
を固定するためには、供給速度を低下させる、もしくは高濃度の DSase 溶液を循環させる
ことが必要である。DSase 溶液(1.0 U/mL)を 60 mL/h で 6 時間循環させると、40 U/g の DSase
が SPG 膜に固定した(Fig. 3-4)。ただし、4 時間放置した DSase 溶液は、相対活性が 75%に
まで低下するため（Fig. 3-5）、短時間で DSase を固定することも要求される。DSase の等電
点は 4.1 であり、酢酸緩衝溶液（pH 5.5）中で DSase はマイナスの荷電をもっており、SPG
膜表面のシラノール基とイオン交換相互作用を形成しにくい。従って、DSase は、SPG 膜表
面に複数存在する水酸基とイオン-双極子相互作用を介して膜に固定されたと推測される。 
Fig. 3-4 Isotherm of DSase immobilized on SPG membrane. 
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デキストラン鎖を表面に生成するため、スクロース溶液を DSase 固定化膜に供給した。デ
キストランの表面密度()および固定化 DSase の相対活性を Fig. 3-6 に示す。反応開始段階に
おいても固定化 DSase の相対活性は、50%にまで低下した。これは、固定による酵素の立体
構造変化、酵素の低移動度、および基質の高拡散移動抵抗が原因である。さらに、デキス
トランは固定化 DSase の活性中心から成長する反応メカニズムをもつため、基質拡散移動
抵抗の増加によりデキストランの生成に伴って固定化 DSase の相対活性は減尐した。スク
ロース溶液を DSase 固定化膜に 30 分間透過した時、4.1 mg/m2のデキストラン鎖が膜表面に
形成した。今回、デキストランの表面密度は、他のデキストラン固定法に比べてあまり高
くなかった(Table 3-3) [49-55]。しかしながら、より多くの DSase 固定量、より長い基質溶液
の透過時間、より高濃度の基質、より小さな膜の孔径、およびより遅い基質溶液の透過速
度により、より多くのデキストラン鎖を形成できる。第 2 章において、膜表面でのデキス
トランの生成量は、基質濃度が増加するにつれて増加した。しかしながら、高濃度の基質
溶液を用いると直線的には増加しなかった。また、2,000 nm の孔径をもつ SPG 膜よりも 500 
Fig. 3-5 Relative activity of soluble DSase as a function of storage time in 30oC. 
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nm の孔径をもつ SPG 膜を用いた方が、効率的にデキストランが生成した。これは、孔径が
増加するにつれて固定化 DSase への基質の拡散が律速段階となるためである（Fig. 3-7）。さ
らに、スクロース溶液の透過流速が遅くなるにつれて、デキストランの生成量および生成
速度は増加した。これは、スクロースの膜内での滞留時間の増加により、DSase とスクロー
スがより長く接触できるためである。SEM で膜の内腔表面にデキストランが観察されなか
ったことおよび内腔表面積(2.5×10-4 m2)に
比べて孔表面積(1.3-4.3×10-1 m2)が大きいこ
とから、デキストラン鎖の多くは、膜の内腔
表面よりも孔内で生成したと推測される。
Bradford 法[56]により、デキストラン生成の
間での DSase の漏出は確認されなかった。 
 
Fig. 3-6 Surface density of dextran on SPG membrane and relative activity of 
DSase immobilized. 
Fig. 3-7 Formation of dextran chain 
on the membrane using immobilized 
DSase. 
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3.3.2 膜の空孔率へのデキストラン鎖の影響 
Kozeny-Carman の式に従った膜(孔径: 2000 nm)のP/V と空孔率の関係を Fig. 3-8 に示す。
この曲線を用いてP/V の値から膜の空孔率を推定した。デキストラン生成のためにスクロ
ース溶液を膜に透過した時の圧力損失および空孔率を Fig. 3-9 に示す。スクロース溶液を透
過するにつれて、膜の孔がデキストランにより充填されたため空孔率は低下した。 
膜へのスクロース溶液の供給を止めて酵素反応を終了後、膜に水を透過して圧力損失を
測定した。SPG 膜およびデキストラン生成膜にそれぞれ 172 mL/h および 10 mL/h で蒸留水
を透過した時の圧力損失は 6 kPa および 13 kPa であった(P0/V0; 0.035 kPa h/mL、P/V; 1.3 
kPa h/mL)。SPG 膜(孔径: 2,000 nm)の空孔率0は 49%である。4.1 mg/m
2 のデキストラン鎖が
形成した膜の空孔率および孔径 D はそれぞれ 20%および 810 nm であり、SPG 膜の孔の約
半分がデキストラン鎖により充填されたことが分かった。様々な DSase 固定量および生成
量をもつデキストラン生成膜の空孔率を Table 3-4 に示す。Run No. 1-3 において、多くのデ
Fig. 3-8 Value of P/V vs porosity of dextran-containing membrane with 2,000 
nm of pore size, according to Kozeny-Carman equation. 
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キストランが膜の孔内で生成したにもかかわらず、空孔率はあまり減尐しなかった。これ
は、Run No. 4-5 に比べて DSase の固定量が尐なかったためである。従って、DSase の固定
密度が、膜の空孔率制御にとって最も重要な因子である。 
Fig. 3-9 Pressure loss and porosity of SPG membrane during permeation of 
sucrose solution to produce dextran. 
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Table 3-4 Comparison with the porosity of dextran-containing membrane with 
various amounts of DSase immobilized and surface density of dextran. 
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3.3.3 デキストラン鎖を用いた膜表面の親水化 
 膜へのタンパク質の非特異的相互作用を防ぐために、デキストラン生成膜による BSA の
吸着を行った(Fig. 3-10)。BSA のイオン-双極子相互作用を介した膜担体への非特異的吸着は、
デキストラン鎖の形成によりわずかに抑制された。BSA の分子量およびストークス半径は、
それぞれ 66 kDa および 3.5 nm である。従って、このデキストラン生成膜は、精密ろ過サイ
ズの孔径を保持しており、BSA はこの膜を容易に透過可能である。溶解性デキストランは、
高分子量になるにつれて水和する水分子の量が減尐する[57]。これは、デキストランの分子
量が増加するにつれて棒状立体構造からランダムコイル状構造へと変化し、内部に位置す
るグルコース残基が水和できないためである。一方で、膜表面に生成したデキストランは
伸長構造をとると推測される。従って、末端固定化デキストランは、多くの水分子と水和
できる。固定化 DSase により生成したデキストランを用いた表面親水化は、イオン-双極子
相互作用や疎水性相互作用を介した非特異的吸着の防止に有用である。 
Fig. 3-10 Amount and ratio of BSA adsorbed on SPG membrane and 
dextran-containing membrane. 
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3.3.4 膜表面上に生成したデキストラン鎖の可逆的伸張-収縮挙動 
デキストラン鎖の伸長-収縮挙動は、SPG 膜およびデキストラン生成膜への水-メタノール
溶液の透過により調べた。メタノール組成(%v/v)を変化させた時のP/V 値およびデキスト
ラン生成膜の空孔率を Fig. 3-11 に示す。SPG 膜の圧力損失は、透過した溶液中のメタノー
ル組成にかかわりなくほぼ一定であった。一方、デキストラン生成膜では、P/V 値は、メ
タノール組成約 20%まで高く、メタノール組成 20-40%の間で劇的に減尐した。デキストラ
ンは柔軟なコイル状構造をもち、デキストラン中に多く存在する水酸基は水分子と水素結
Fig. 3-11 Effect of methanol volume percentage on (a) the value of P/V and (b) 
the porosity of dextran-containing membrane. 
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合して膨潤している。メタノール組成が増加するにつれてデキストラン鎖は、徐々に脱水
されて収縮した構造をとる。この現象は、ポリアクリルアミド(PAAm)およびポリアクリル
酸(PAA)をグラフトしたポリビニリデンフルオライド(PVDF)膜でも観察され、ろ過速度 J 
(mL/cm2 min)はそれぞれメタノール組成 40%および 60%で増加する[45]。また、Lee および
Perez-Luna は、カルボキシメチル（CM）-デキストラン－金ナノ粒子を固定したガラスが、
溶媒に応答して可逆的に色を変化させることを見出している[58]。このメカニズムは、非極
性溶媒中での CM-デキストラン鎖の収縮による金ナノ粒子の密集化によるものである。 
デキストラン鎖の伸長-収縮が可逆的である（Fig. 3-12）ことを確認するため、デキスト
ラン生成膜に水および 50%メタノール水溶液を交互に透過した（Fig. 3-13）。デキストラン
生成膜に水を透過すると、圧力損失は増加してやがて一定となった。その後 50%メタノー
ル水溶液を透過すると、圧力損失は低下した。さらに水を透過すると圧力損失が再び増加
した。水を透過した時、圧力損失は徐々に増加した。一方で、50%メタノール水溶液を透過
した時の圧力損失は素早く一定となった。圧力損失の切り替えは透過液の種類に応答して
交互に確認され、3 回の水および 50%メタノール水溶液の透過に対して圧力損失の再現性が
確認された。従って、デキストラン鎖の伸長-収縮挙動は可逆的である。水および 50%メタ
ノール水溶液を透過した時のそれぞれの圧力損失が一定値を示したため、DSase およびデキ
ストラン鎖の SPG 膜からの漏出は起きていない。 
Fig. 3-12 Schematic representation of the reversible extension- shrinkage of 
solvent-responsive dextran chains immobilized on SPG membrane. 
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3.3.5 デキストラン生成膜の保存安定性 
デキストラン生成膜の非水系媒体中における保存安定性を評価するため、デキストラン
生成膜（: 18.0 mg/m2、: 6%）を 50%メタノール水溶液中に 1 週間浸漬した。様々な流速
でデキストラン生成膜に蒸留水を透過した時の圧力損失を Fig. 3-14 に示す。デキストラン
生成膜のP/V 値は、浸漬前後でほとんど変化はなかった。 
さらに、乾燥状態でのデキストラン生成膜の保存安定性を評価するため、乾燥したデキ
ストラン生成膜(P/V:1.30、: 20%)を 5 ヶ月間以上保存(-35oC)した。乾燥状態で長期保存し
た後のデキストラン生成膜のP/V 値は、1.03（: 21%）とほとんど変化はなかった。非水系
媒体中や乾燥状態で長期間保存してもデキストラン鎖は膜に保持されており、デキストラ
ン生成膜は高い保存安定性を示した。 
 
Fig. 3-14 Pressure losses of dextran-containing membrane during permeation of 
pure water at various flow rates before and after immersion into 50% 
methanol-water solution for 1 week. 
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3.3.6 デキストラン生成膜を用いたコロイドの膜クロマトグラフィー 
デキストラン生成膜を用いて平均粒子径:600 nmのラテックスビーズを捕捉および溶離し
た。デキストラン生成膜(: 4.1 mg/m2、: 21%)を用いた 50 mg/L のラテックスビーズの膜ク
ロマトグラムを Fig. 3-15 に示す。デキストラン鎖を SPG 膜表面に形成すると膜の空孔率が
減尐したためラテックスビーズの阻止率は増加した。溶離液として蒸留水を透過した場合、
ラテックスビーズは脱着されずに膜に保持された。膜表面のデキストラン鎖を収縮させる
ために 50%メタノール水溶液を透過すると、ラテックスビーズは膜から溶離された。しか
しながら、その溶離率は 1%以下と非常に低く、ラテックスビーズの多くはデキストラン生
成膜に保持されたままであった。この原因を調べるために、ラテックスビーズを阻止した
デキストラン生成膜の内表面を SEM により観察した（Fig. 3-16）。膜の内腔表面には、600 nm
のラテックスビーズの凝集体が観察され、ファウリングを引き起こしていた。このラテッ
クスビーズ凝集体は膜の細孔よりも大きく、膜の孔を閉鎖していた。そのため、50%メタノ
ール水溶液を透過してもラテックスビーズは膜から脱着されなかった。未修飾の SPG 膜（: 
49%）にラテックスビーズを透過すると阻止されないことから、ラテックスビーズはデキス
トラン生成膜に阻止され局所的に高濃度化することにより膜表面で阻止後に凝集した。 
一方、圧力損失による評価では、ファウリングを低減していた。ラテックスビーズ阻止
前、ラテックスビーズ阻止後、およびラテックスビーズ溶離後のデキストラン生成膜に蒸
留水を 30 mL/h で透過した時の圧力損失を Fig. 3-17 に示す。ラテックスビーズ阻止後に圧
力損失は増加したため、ラテックスビーズによる細孔のファウリングが確認された。この
ファウリングした膜への 50%メタノール水溶液の透過によりラテックスビーズを溶離した
後に圧力損失を測定すると、圧力損失は低下した。ただし、ラテックスビーズ阻止前、ラ
テックスビーズ阻止後、およびラテックスビーズ溶離後のデキストラン生成膜の空孔率は、
それぞれ 21%、18%、および 19%であり、SEM による評価から同様にファウリングの大部
分を解消できてはいないと分かった。 
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デキストラン生成膜（: 29.8 mg/m2、: 30%）を用いた低濃度のラテックスビーズ（5 mg/L）
の膜クロマトグラムを Fig. 3-18 に示す。デキストラン生成膜によるラテックスビーズの阻
止率は SPG 膜と比べてもあまり高くなかった。これは、デキストラン鎖を形成しても空孔
率変化があまりなかったためである。溶離液として蒸留水を透過すると、高濃度のラテッ
クスビーズの時と同様に、ラテックスビーズは溶離されずに膜に保持された。一方で、50%
メタノール水溶液を透過すると、ラテックスビーズは膜から溶離された。そして、30 分間
50%メタノール水溶液を透過した時、捕捉されたラテックスビーズの約 4 割を回収できた。
ラテックスビーズ阻止による圧力損失の低下は確認されなかった。コロイド低濃度領域に
おいて、デキストラン鎖の溶媒応答性は、耐ファウリング性およびコロイドの回収機能を
Fig. 3-16 SEM images of dextran-containing membrane after rejection and 
elution of latex beads (600 nm); (a) the corner surface at x 100, (b) the lumen 
surface at x 750, (c) the lumen surface at x 2000, and (d) the lumen surface at x 
5000.  
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膜に付与できた。溶離液であるメタノールの組成に徐々に勾配をつければ、サイズの異な
るコロイド粒子の連続的回収が期待できる（Fig. 3-19）。 
Fig. 3-17 Pressure losses of dextran-containing membrane during permeation of 
water at 30 mL/h, before rejection of latex beads, after rejection of latex beads, 
and after elution of latex beads. 
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Fig. 3-19 Continuous collection of colloid particles with various sizes from the 
membrane by gradient permeation of water-methanol solutions. 
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3.4. 結言 
DSase から生成したデキストランによって多孔性中空糸膜 SPG 膜に溶媒応答性能を付与
した。膜に DSase を透過法により固定後、スクロース溶液を透過してデキストランを生成
させた。デキストラン生成膜に蒸留水を透過して、圧力損失を測定した。デキストランに
よって細孔が充填されたため膜の空孔率は約半分に減尐した。デキストラン生成膜に異な
る組成をもつ蒸留水-メタノール溶液を透過すると、メタノール比が増加するにつれて空孔
率は増加した。次にデキストラン生成膜に蒸留水および 50%メタノール水溶液を交互に透
過すると、蒸留水透過時は高い圧力損失を示し、50%メタノール水溶液透過時は圧力損失が
低下した。この圧力損失変化は透過液に応答して交互に確認されたため、デキストラン鎖
の可逆的伸長-収縮応答、即ち溶媒応答性が確認された。デキストラン生成膜を用いた低濃
度のコロイドの捕捉-溶離では、50%メタノール水溶液透過によりデキストラン鎖を収縮さ
せて膜に捕捉されたコロイドを回収できた。DSase-デキストラン複合体化を用いた表面修飾
は、膜に親水性および溶媒応答性を付与でき、それら特性を利用して連続的に分離回収を
行う膜クロマトグラフィーを可能にした。実用化にはまだ多くの課題があるが、今後、多
糖類を用いた溶媒応答性膜はバイオセパレーション分野におけるファウリング対策の一つ
として期待される。 
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4.1 緒言 
デキストランの修飾は、新たな機能性をデキストランに付与できるために重要な手段で
ある[1-3]。従来、デキストランの機能化は、化学法によって多糖類骨格に官能基を直接導
入してきた(Fig. 4-1-a)。ここで機能化とは、糖質中に高密度で存在する水酸基に官能基を導
入し、工学的特性を付与することを意味する。デキストランのエーテル化は、そのエーテ
ル部位の特性により、デキストランの溶解性、親-疎水性、イオン強度、および分解性を制
御できる[4]。例えば、Dellacherie らは芳香族環の導入により両親媒性デキストラン(Dex-P)
を調製している[5-7]。また、Jozefonvics らはカルボキシメチル化によりカチオン交換性デキ
ストラン(CMD)を調製している[8, 9]。Dex-P および CMD は、それぞれドラッグデリバリー
システム(DDS)のナノ粒子および抗凝血剤として用いられている。デキストランエステルも
Fig. 4-1 Scheme of functionalization of dextran; (a) conventional method and (b) 
novel method suggested in this research.  
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また多く報告されている [4]。不飽和結合をもつマレイン酸デキストランは、80oC で
DMF/LiCl 中で無水マレイン酸と反応させると得られ、X 線照射によりハイドロゲルを形成
する。このハイドロゲルは、DDS およびマイクロカプセルに応用可能である。リン酸デキ
ストランおよび硫酸デキストランのような無機デキストランエステルは、ホルムアミド中
でそれぞれポリリン酸およびクロロ硫酸との処理により得られる。さらに、水酸基をチオ
ール基へと転化されたチオ-デキストランは、デキストランのトシル化を介して求核置換反
応によって得られる。デキストランのチオール化は、金属吸着および自己組織化に有用で
ある。しかしながら、官能基の導入に化学法を用いると、立体障害によってデキストラン
への官能基導入量が減少し、かつ官能基はランダムに導入される。また、酸加水分解など
の副反応もおこり反応時に副生成物が生成される。 
天然のデキストランは、デキストランスクラーゼ(DSase)によりスクロースから生成する
[10]。この DSase の反応は、反応時間、温度、pH、および基質濃度によって生成量、および
分子量を制御できる[11, 12]。本章では、この DSase によるデキストランの生成反応に着目
して、官能基を予めスクロース中に導入した後に機能性スクロースを酵素重合する新規デ
キストラン誘導体合成法を提案する(Fig. 4-1-b)。機能性スクロースを DSase の基質とする場
合、DSase の基質認識を考えなければならない。Robyt 等は、アクセプターを用いてスクロ
ースの C-3 および C-4 位の水酸基が、DSase の活性中心とスクロースの結合に重要であると
報告している(Fig. 4-2) [13]。また、C-1 および C-6 位はデキストランの結合様式(-1, 6 グリ
コシド結合)に重要な部位である。従って、DSase による酵素重合には、スクロースの C-2
位を修飾するという適切な基質設計が必要となる。しかしながら、ショ糖に官能基を位置
選択的に導入する場合、ショ糖も多くの水酸基を有するために試薬がある特定の水酸基を
認識するのが非常に困難であり、保護反応、脱保護反応と多様なプロセスを踏まなければ
ならない[14]。 
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そこでスクロースの修飾にも酵素の特異性を利用してスクロースの C-2 位を選択的に機
能化する。ピラノース 2-オキシダーゼ(P2Ox)は、グルコース残基の C-2 位水酸基を位置選
択的に酸化させ、H2O2への O2の還元を触媒作用する酵素である[15, 16]。この P2Ox の反応
により糖質の C-2 位にカルボニル基をもつ 2-ケト-糖質を生成する。 
本章では、3 つの酵素(P2Ox、カタラーゼ、および DSase)を組み合わせることにより位置
選択的に高い導入率をもつケト-デキストランを合成した。まず P2Ox を用いてカルボニル
基をもつケト-スクロースに転化した(Fig. 4-3-left)。副生成物である H2O2は P2Ox を阻害す
る酸化剤となる[17]ため、カタラーゼによって分解した。次に、ケト-スクロースを基質と
して DSase によってカルボニル基をもつデキストラン誘導体を重合した(Fig. 4-3-right)。 
 
Fig. 4-2 Recognition of DSase to acceptors modified at C-2, C-3, and C-4 
positions.  
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4.2 実験操作 
4.2.1 試薬および材料 
ピラノース 2-オキシダーゼ(E.C.: 1.1.3.10、 Lot No.: 056K1489)、カタラーゼ(E.C.: 1.11.1.6、
Lot No.: 096K7035)、デキストランスクラーゼ(E.C.: 2.4.1.5、Lot No.: 067K4164)、およびジニ
トロフェニルヒドラジン(DNPH)は、Sigma Chemical Co.製を用いた。スクロースは、Wako 
Chemical Co.から購入した。重水(D2O)およびジメチルスルホキシド-d6 (DMSO--d6、D: 
99.9%+0.05% TMS)は、それぞれ Merck および Cambridge Isotope Laboratories Inc.から購入し
た。限外濾過膜（分子量分画: 100 kDa）は、Millipore Co.から購入した。 
 
4.2.2 スクロースからケト-スクロースへの酵素転化 
まず、P2Ox を用いた位置選択的酸化反応によりスクロースからケト-スクロースへの転化
を行った。5 g/L のスクロース水溶液(200 mL、pH: 6.2)に P2Ox（0.25 U/mL）およびカタラ
ーゼ（25 U/mL）を加え、30oC で反応溶液を曝気(V: 30 mL/h)しながら撹拌した。溶媒とし
て水を用いた。すべてケト-スクロースへと転化した溶液中の酵素を加熱により失活させ、
限外濾過膜によって酵素を除去した。酵素の除去を Bradford 法[18]により確認した。濾液を
真空乾燥し、吸湿性のある白色粉末を得た。 
Fig. 4-3 Preparation of keto-dextran using three enzymatic reactions; first 
regioselective oxidation of sucrose by P2Ox, with decomposition of H2O2 using 
catalase, subsequently polymerization of carbonyl-group containing sucrose at 
C-2 by DSase. 
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4.2.3 ケト-スクロースのケト-デキストランへの酵素重合 
デキストランおよびケト-デキストランへと重合するため、スクロースおよび転化したケ
ト-スクロース(100 g/L、10 mmol/L 酢酸緩衝液、pH 5.5、20 mL)溶液に DSase (0.1 U/mL)を加
えて、インキュベーター(30oC)内で静置培養した。 
Michaelis 定数および最大速度を算出するために、Michaelis 定数 Km および最大速度 Vmax
を推算するため、各基質濃度を変化させて反応速度を算出した。スクロースおよびケト-ス
クロース溶液(1 mL、3-150 mmol/L、10 mmol/L 酢酸緩衝液、pH 5.5)に 0.1 U の DSase を加え
酵素反応を 10 分間行った。溶液中のフルクトース濃度から反応速度 V を算出した。フルク
トース濃度微量分析は Somogyi-Nelson 法[19, 20]により測定し、以下の Lineweaver- Burk プ
ロット[21]から Kmおよび Vmaxを算出した。 
maxmax
m 1
[S]
11
VV
K
r
   (4.1) 
ここで、[S]および r は、それぞれ基質濃度(mol/L)および反応速度(mol/L min)である。 
 
4.2.4 ケト-スクロースおよびケト-デキストラン中のカルボニル基の確認 
ケト-スクロース中のカルボニル基の存在は、FT-IR (KBr 法、FT/IR-410、 JASCO Co.)お
よび 13C NMR (75 MHz、JNM-AL300、Jeol)により確認した。また、ケト-スクロースへのカ
ルボニル基の導入位置およびケト-デキストランの枝分かれ度を評価するため、ケト-スクロ
ースおよびケト-デキストランの 1H NMR (300 MHz、JNM-AL300、Jeol)を測定した。スクロ
ースおよびケト-スクロースの NMR 測定には、溶媒として D2O を用いた。デキストランお
よびケト-デキストランの NMR 測定には、溶媒として D2O-DMSO-d6 (9:1)を用いた。 
ケト-スクロースおよびケト-デキストランの中のカルボニル基量は、DNPH を用いた比色
法[22]により測定した。ケト-スクロースへの転化率は、以下の式より算出した。 
100(%) Conversion
S
C 
C
C   (4.2) 
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ここで、CC および CS は、それぞれカルボニル基濃度(mol/L)およびスクロース濃度(mol/L)
である。 
 
4.2.5 デキストランおよびケト-デキストラン溶液の高速液体クロマトグラフィー測定 
デキストランおよびケト-デキストランの生成を確認するため、DSase 反応の副生成物で
あるフルクトース濃度および生成物の分子量測定を行った。生成したデキストランおよび
ケト-デキストランの分子量は、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC、カラム: TSKgel 
G4000PWXL - Tosoh Co.、移動相: 蒸留水、カラム温度: 室温、流速: 1.0 mL/min）により測
定した。フルクトース濃度は、高速液体クロマトグラフィー(HPLC、カラム: Amide-80 - Tosoh 
Co.、 ポンプ: 515 HPLC Pump - Waters Co.、検出器: 2414 refractive index detector - Waters Co.、
レコーダー: C-R8A Chromatopac - Shimadzu Corp.、移動相: アセトン/蒸留水 = 8 : 2、カラム
温度: 80oC、流速: 1.0 mL/min)により測定した。Dextran および Keto-dextran の生成量は、以
下の式から算出した。 
v
m
m
C 
F
M
F (mg) produceddextran -keto ofAmount   (4.3) 
ここで、CF、mF、mM、および v は、それぞれ溶液中のフルクトース濃度(g/L)、フルクトー
スの分子量(g/mol)、モノマーユニットの分子量(g/mol)、および溶液量(L)である。 
 
4.3 結果および考察 
4.3.1 スクロースからケト-スクロースへの酵素転化 
P2Ox は、スクロースの C-2 位を位置選択的に酸化する。P2Ox の反応によるケト-スクロ
ースへの転化率を Fig. 4-4 に示す。ケト-スクロースへの転化率は、反応時間が経過するに
つれて増加した。そして 24 時間後、転化率は 100%に達した。ケト-スクロース中のカルボ
ニル基の存在は、FT-IR (Fig. 4-5)および 13C NMR (Fig. 4-6)により確認した。ケト-スクロー
スの FT-IR スペクトルより、スクロースでは検出されなかったカルボニル基由来のピークが
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1650 cm-1に観察された。また、ケト-スクロースの 13C NMR スペクトルより、カルボニル基
由来のピークが 210 ppm に観察された。以上のことによりスクロースからケト-スクロース
への転化を確認した。 
ケト-スクロース中のカルボニル基導入位置を確認するため、1H NMR を測定した。1H 
NMR スペクトル（Fig. 4-7）で、アノマープロトンに対応したピークが、共通して 5.3-5.5 ppm
に観察された。スクロースのこのピークはダブレットであるのに対し、ケト-スクロースの
ピークはシングレットであった。これは C-1 位に隣接した炭素がプロトンを持たないこと
を意味する。従って、ケト-スクロース中のカルボニル基の導入位置は C-2 位と位置づけら
れる。 
Fig. 4-4 Conversion percentage of sucrose into keto-sucrose during P2Ox 
reaction. 
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Fig. 4-5 FT-IR spectra of sucrose and keto-sucrose converted by P2Ox reaction. 
Fig. 4-6 13C NMR spectra of sucrose and keto-sucrose converted by P2Ox 
reaction. 
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4.3.2 ケト-スクロースのケト-デキストランへの酵素重合 
デキストランおよびケト-デキストランの生成量、およびケト-デキストラン中へのカルボ
ニル基の導入率を Fig. 4-8 に示す。ケト-スクロースを DSase の基質として用いると、DSase
の基質認識の違いによりケト-スクロースの相対反応性は、スクロースの約 80%にまで低下
した。ただし、生成したケト-デキストラン中のカルボニル基導入率は 100%であり、すべて
のグルコース残基にカルボニル基を導入することができた。対照的に、Larm らは臭素を用
いたデキストランの化学的酸化を報告している[23]。臭素によって酸化されたケト-デキス
トラン中のカルボニル基は、C-2 位に 21.5%、C-3 位に 4.0%、および C-4 位に 25.0%導入さ
れる。さらには、12%のグルコース残基が副反応によって開裂する。フェニルホウ酸を用い
て C-2 位および C-4 位を保護した後に、無水酢酸を用いて酸化しても、カルボニル基導入
率は 19.5%（C-2 位; 8.0%、C-3 位; 11.5%）である。従って、本章で提案する酵素法による
デキストランの機能化は、位置選択的に高密度な官能基の導入が可能となるため、化学法
に比べて優れた技術と言える。 
Fig. 4-7 1H NMR spectra of sucrose and keto-sucrose converted by P2Ox 
reaction. 
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デキストランおよびケト-デキストラン鎖の成長を確認するために、SEC を測定した。
DSase 反応が 24 時間進行したときの SEC クロマトグラムを Fig. 4-9 に示す。11.5 分のピー
クは、基質であるスクロース、ケト-スクロース、および生成したフルクトースである。共
通して、5-7 分に高分子量のピークが観察された。市販のデキストラン(Mw: 2,000 kDa)の保
持時間は、6.0 分であった。従って、得られたデキストランおよびケト-デキストランの分子
量は 2,000 kDa 以上であり、DSase によるデキストランおよびケト-デキストランの重合を確
認した。 
DSase により生成したデキストランおよびケト-デキストランの枝分かれ度を調べるため
に、1H NMR を測定した。デキストランおよびケト-デキストランの 1H NMR スペクトルを
Fig. 4-10 に示す。5.0 ppm に 1, 6 結合由来の内部アノマープロトンのピークが観察された。
5.4 ppm のピークは末端の C-1 位プロトンである。ケト-デキストランでは、5.2-5.3 ppm に
1, 3 および 1, 4 結合由来のピークが観察された。これは DSase の基質認識の違いにより、
Fig. 4-8 Amount of dextran and keto-dextran produced by DSase reaction and 
introduction percentage of carbonyl group in keto-dextran. 
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Fig. 4-10 1H NMR spectra of dextran and keto-dextran produced by DSase 
reaction. 
Fig. 4-9 Size exclusion chromatograms of dextran and keto-dextran produced 
by DSase reaction. 
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C-1 位のアノマー炭素が本来結合されるはずの C-6位ではなく C-3 および C-4 位を攻撃した
ためである。積分比から算出した枝分かれ度は積分比より 5.6%であった。つまり、グルコ
ース残基 18 個に 1 個の枝分かれがあることになる。機能性基質を転移酵素に用いることで、
枝分かれ構造をもつ多糖類の合成も可能となる。 
 
4.3.3 DSase の基質認識 - 酵素反応速度解析 
 スクロースおよびケト-スクロースの基質認識の違いを評価するため、デキストランおよ
びケト-デキストランを、様々な基質濃度で生成した。基質濃度を変化させたときのデキス
トランおよびケト-デキストランの反応初速度 r (mol/L min)を Fig. 4-11 に示す。基質が低濃
度のときは[S]に関して一次つまり r は[S]に比例し、基質濃度が十分高いときは、反応は[S]
に関して 0 次つまり r は[S]に無関係な一定値となった。デキストランおよびケト-デキスト
ラン転移反応における Lineweaver-Burk プロットを Fig. 4-12 に示す。1/r および 1/[S]の間に
は直線関係が得られた。この直線から算出した Kmおよび Vmaxを Table 4-1 に示す。ケト-ス
クロースの Km 値は、スクロースの Km 値に比べて高かった。これは、ケト-スクロースが
DSase の活性中心に取り込まれにくいためである。一方、スクロースおよびケト-スクロー
スの Vmax 値はほぼ同等であった。従って、ケト-スクロースは、DSase への取り込みは抑制
されるが、ケト-デキストラン生成に対する代謝回転数は保持されている。 
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Fig. 4-11 Enzymatic reaction rate of DSase as a function of substrate 
concentration. 
Fig. 4-12 Lineweaver–Burk plots of DSase reaction using sucrose and 
keto-sucrose. 
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4.4 結言 
カルボニル基含有多糖類、ケト-デキストランはスクロースの酵素酸化によって得られた
ケト-スクロースを酵素重合することで得られた。まず、P2Ox の特異性を利用して、カルボ
ニル基をスクロース中に位置選択的に導入した。得られたケト-スクロースは、転移酵素
DSase によりケト-デキストランへと酵素重合した。様々な酵素を組み合わせて生成したケ
ト-デキストランは、C-2 位に位置選択的にすべてのグルコース残基にカルボニル基を有し
ていた。従って、本章で提案した新規デキストラン機能化は、化学法よりも優れた機能化
技術であり、他の多糖類機能化への応用が期待できる。次章では、酵素反応を組み合わせ
て得られたケト-デキストランの水溶液中での溶存モデルを推定するために、レオロジー特
性を評価した。 
Table 4-1 Values of Km and Vmax using sucrose and keto-sucrose. 
  第 4 章 様々な酵素反応を利用した 
多糖類の機能化 
243 
 
4.5 参考文献 
[1] C. V. Stevens, A. Meriggi, M. Peristeropoulou, P. P. Christov, K. Booten, B. Levecke, A. 
Vandamme, N. Pittevils, T. F. Tadros, Polymeric surfactants based on inulin, a polysaccharide 
extracted from chicory. 1. Synthesis and interfacial properties, Biomacromolecules, 2 (2001) 
1256–1259. 
[2] B. Thierry, F. M. Winnik, Y. Merhi, J. Silver, M. Tabrizian, Bioactive coatings of endovascular 
stents based on polyelectrolyte multilayers, Biomacromolecules, 4 (2003) 1564–1571. 
[3] T. Liebert, S. Hornig, S. Hesse, T. Heinze, Nanoparticles on the basis of highly functionalized 
dextrans, J. Am. Chem. Soc., 127 (2005) 10484–10485. 
[4] H. Thomas, L. Tim, H. Brigitte, H. Stephanie, Functional polymers based on dextran, Adv. Polym. 
Sci., 205 (2006) 199–291. 
[5] C. Rouzes, A. Durand, M. Leonard, E. Dellacherie, Surface activity and emulsification properties 
of hydrophobically modified dextrans, J. Colloid Interf. Sci., 253 (2002) 217–223. 
[6] A. Durand, E. Dellacherie, Neutral amphiphilic polysaccharides: Chemical structure and 
emulsifying properties, Colloid Polym. Sci., 284 (2006) 536–545. 
[7] A. Aumelas, A. Serrero, A. Durand, E. Dellacherie, M. Leonard, Nanoparticles of hydrophobically 
modified dextrans as potential drug carrier systems, Colloid Surf. B, 59 (2007) 74–80. 
[8] F. Chaubet, J. Champion, O. Maiga, S. Mauray, J. Jozefonvicz, Synthesis and 
structure-anticoagulant property relationships of functionalized dextrans: CMDBS, Carbohydr. 
Polym., 28 (1995) 145–152. 
[9] L. Krentsel, F. Chaubet, A. Rebrov, J. Champion, I. Ermakov, P. Bittoun, S. Fermandjian, A. 
Litmanovich, N. Plate, J. Jozefonvicz, Anticoagulant activity of functionalized dextrans. Structure 
analyses of carboxymethylated dextran and first Monte Carlo simulations, Carbohydr. Polym., 33 
(1997) 63–71. 
  第 4 章 様々な酵素反応を利用した 
多糖類の機能化 
244 
 
[10] M. Naessens, A. Cerdobbel, W. Soetaert, E. J. Vandamme, Leuconostoc dextransucrase and 
dextran: production, properties and applications, J. Chem. Technol. Biotechnol., 80 (2005) 
845-860. 
[11] M. Kobayashi, K. Matsuda, The dextransucrase isoenzymes of Leuconostoc mesenteroides NRRL 
B 1299, Biochem. Biophys. Acta, 370 (1974) 441–449. 
[12] M. Kobayashi, K. Matsuda, Characterization of the multiple forms and main component of 
dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, Biochem. Biophys. Acta, 614 
(1980) 46–62. 
[13] A. Tanriseven, J. F. Robyt, Synthesis of 4,6-dideoxysucrose, and inhibition studies of leuconostoc 
and streptococcus d-glucansucrases with deoxy and chloro derivatives of sucrose modified at 
carbon atoms 3, 4, and 6, Carbohydr. Res., 168 (1989) 87–94. 
[14] H.G. Bazin, T. Polat, R.J. Linhardt, Synthesis of sucrose-based surfactants through regioselective 
sulfonation of acylsucrose and the nucleophilic opening of a sucrose cyclic sulfate, Carbohydr. 
Res., 309 (1998) 189–205. 
[15] H. J. Danneel, E. Rossner, A. Zeeck, F. Giffhorn, Purification and characterization of a pyranose 
oxidase from the basidiomycete Peniophora gigantea and chemical analyses of its reaction 
products, Eur. J. Biochem., 214 (1993) 795–802. 
[16] A. Huwig, H.J. Danneel, F. Giffhorn, Laboratory procedures for producing 2-keto-D-glucose, 
2-keto-D-xylose and 5-keto-D-frucose from D-glucose, D-xylose and L-sorbose with immobilized 
pyranose oxidase of Peniophora gigantean, J. Biotechnol., 32 (1994) 309–315. 
[17] Y. Machida, T. Nakanishi, Purification and properties of pyranose oxidase from Coriolus 
versicolor, Agric. Biol. Chem., 48 (1984) 2463-2470. 
[18] M. M. Bradford, A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of 
protein utilizing the principle of protein dye binding, Anal. Biochem., 72 (1976) 248–254. 
  第 4 章 様々な酵素反応を利用した 
多糖類の機能化 
245 
 
[19] M. Somogyi, Notes on sugar determination, J. Biol. Chem., 195 (1952) 19-23. 
[20] N. Nelson, A photometric adaptation of the Somogyi method for the determination of glucose, J. 
Biol. Chem., 153 (1944) 375-380. 
[21] I. H. Segel, 4. Enzymes, Biochemical calculations 2nd ed., John Wiley & Sons (1976) 234–236. 
[22] Y. Endo, M. Tominaga, M. Tagiri-Endo, K. Kumozaki, H. Kouzui, H. Shiramasa, K. Miyakoshi, 
A modified method to estimate total carbonyl compounds in frying oils using 1-butanol as a 
solvent, J. Oleo Sci., 52 (2003) 353–358. 
[23] O. Larm, K. Larsson, E. Scholander, Analysis of bromine-oxidised dextran by 13C-n.m.r. 
spectroscopy, Carbohydr. Res., 91 (1981) 13–20. 
 
  第 4 章 様々な酵素反応を利用した 
多糖類の機能化 
246 
 
 
第 5 章 高密度にカルボニル基を導入した 
ケト-デキストランのレオロジー特性 
 
247 
 
第 5 章 高密度にカルボニル基を導入した 
ケト-デキストランのレオロジー特性 
 
248 
 
第 5 章 高密度にカルボニル基を導入した 
ケト-デキストランのレオロジー特性 
 
249 
 
5.1 緒言 
多糖類は複数の水酸基を有するために、
多糖類-水分子間、多糖類-多糖類間、および
多糖類内で水素結合を形成する。この水素
結合は、多糖類の立体構造に対して重要な
役割を果たしている。多糖類-水分子間水素
結合によって水和性をもつアミロース（-1, 
4）は水溶性である一方、多糖類-多糖類間水
素結合によって結晶化するセルロース 
（-1, 4）は水に対して不溶性である。多糖
類がイオン性や疎水性などの官能基を有す
ると、水酸基による水素結合よりも強い相互作用を形成する。例えば、カルボキシル基を
もつマンヌロン酸およびグルクロン酸で構成されたアルギン酸水溶液に二価金属を添加す
ると、イオン交換相互作用によって二価金属と架橋する。Grant らは、この架橋構造をエッ
グボックスモデル（Fig. 5-1）と名付けた[1]。これら水素結合を含む様々な相互作用が分子
内で働くと、多糖類の立体構造は収縮する。一方で、分子間相互作用を形成する場合、多
糖類は会合を引き起こし、いずれは不溶化もしくはゲル化する。このように、相互作用の
強さおよびその位置（分子内もしくは分子間）は、溶液中での多糖類のコンフォメーショ
ンを決定づける重要な因子である。 
-1,6 グリコシド結合性の多糖類デキストランは、Leuconostoc 属および Streptococcus 属の
細菌から採取されたデキストランスクラーゼ（DSase）によってスクロースから生産される
[2]。デキストランもまた複数の水酸基を有し、他の水酸基および水分子と水素結合を形成
する。高濃度化あるいは高分子化にすると、分子間での水素結合および立体的な絡み合い
によってデキストランの会合を引き起こすため、高濃度および高分子量をもつデキストラ
Fig. 3-1 Egg box model of alginate 
with divalent metal ion. 
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ンは高粘性を示す。 Morris らおよび
Tirtaatmadja らは、2,000 kDa の市販デキスト
ランのゲル化濃度（臨界重なり合い濃度、
C*）が、それぞれ 8w/v%あるいは 12wt%で
あると報告している[3, 4]。高粘性デキスト
ランは、増粘性多糖類という名称で食品添
加物に用いられている（Fig. 5-2-a）。一方、
低粘度化するために分子量を 75-100 kDa に
制御したクリニカル-デキストランは、血漿
と同じ程度の粘性および浸透圧をもつため代替血漿として有用である（Fig. 5-2-b）[5]。デ
キストランへの官能基の導入もまた、強い相互作用の形成を促進する。カルボキシメチル
（CM）-デキストランは、カルボジイミド化合物を用いると CM-デキストラン中のカルボ
キシル基-タンパク質中のアミノ基間でアミド結合を介して架橋してゲル化する[6]。この
CM-デキストランゲルはバイオセパレーション、バイオセンサー、およびドラッグデリバリ
ーシステムに用いることができる。硫酸エステルであるデキストラン硫酸は、血液凝固阻
止作用をもつヘパリンと似た構造および抗トロンビン結合特性をもつため、ヘパリンの代
わりに抗血液凝固剤として用いられている[7]。 
デキストランおよびその誘導体を様々な分野で利用するためには、デキストランのレオ
ロジー特性、すなわち粘度特性の理解が求められる。水溶液中でのデキストランのレオロ
ジー特性は、長年多くの研究者により報告されている[8-12]。デキストラン等の多糖類溶液
のレオロジー特性は、溶質の性質および構造に依存する。言い換えれば、粘度測定からナ
ノスケールで存在するポリマーの形、大きさ、および相互作用を推定できる。 
例えば、Fournier らは、デキストランにフェニル基を導入した疎水性デキストランを合成
し、疎水性相互作用のレオロジー特性への影響を調べている[13]。それぞれの粘度測定から
(a) (b) 
Fig. 5-2 Applications of dextran in the 
field of food industry and 
pharmaceuticals. (a) Food additive 
and (b) blood plasma volume 
expander. 
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得られた固有粘度[]は、疎水性デキストランの方がデキストランに比べてわずかに低い。
光散乱測定で、デキストランおよび疎水性デキストランの分子量は、それぞれ 40 kDa およ
び 44 kDa とほとんど差はなかったため、この粘度の変化はフェニル基間の疎水性分子内相
互作用により溶液中で立体構造が収縮したことが原因である。また、レオロジー特性は分
析分野においても応用されていている。その例の一つが、粘度測定親和性分析（Viscosimetric 
Affinity Assay）を用いた糖質センサーである。コンカナバリン A（Con A）などのレクチン
はグルコースおよびマンノース残基に対して特異的に結合する糖結合性タンパク質である
[14]。このレクチンと糖質が特異的に結合した際の溶液の粘度増加を測定することで糖の定
量が可能となる。R. Ehwald らは、デキストラン（Mw; 2,000 kDa）を用いて粘度測定親和性
分析による定量分析を行っている [15]。様々な濃度のデキストラン溶液に Con A を加え粘
度を測定している。Con A を添加すると、デキストランのみに比べて溶液の粘度は増加する。
これは Con A-デキストラン間で相互作用が働き、分子が凝集したためである。さらに、Con 
A 濃度を増加させるにつれてデキストラン溶液の粘度も増加する。適切なデキストランレセ
プター-Con A リガンド比に調節することで、簡便で高感度かつ低濃度への検出限界をもつ
分析技術となる。他にも、レオロジー測定は、天然由来の未知生体高分子の構造決定の手
段として環境工学的にも用いられている[16]。 
第 4 章では、ピラノース 2-オキシダーゼ（P2Ox）、カタラーゼ、および DSase を組み合
わせて高密度にカルボニル基をもつケト-デキストランの合成に成功した(Fig. 5-3)。ケト-デ
キストラン中のカルボニル基は、水分子および水酸基と新規の水素結合を形成する。高密
度にカルボニル基をもつケト-デキストランは相互作用の形成点が増加するため、デキスト
ランとは異なるコンフォメーションをもつ。ケト-デキストランを食品産業、医薬学、およ
び分析工学等でデキストランの代替物として用いるためには、多糖類コンフォメーション
の把握は重要である。そこで本研究では、高密度にカルボニル基をもつケト-デキストラン
の水溶液中での溶存モデルおよびカルボニル基の形成する相互作用をレオロジー特性から
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推定した。この逐次的に酵素反応を用いたデキストランの機能化は、官能基をすべてのグ
ルコース残基に位置選択的に導入できるため、多糖類骨格の立体構造および相互作用への
官能基の効果を容易に評価できる。グルコースのような単糖類は、グリコシド結合で連結
していないため分子内相互作用を無視できる。分子間でのカルボニル基による相互作用の
みを評価するため、P2Ox を用いて同様に合成したケト-グルコースとグルコースのレオロジ
ー特性も比較した。 
 
5.2. 実験操作 
5.2.1. 試薬 
D-(+)-グルコース (minimum 99.5%、Lot No.: 21K0010)、ピラノース 2-オキシダーゼ from 
Coriolus sp. (E.C.: 1.1.3.10、比活性: 2.7 U/mg、Lot No.: 087K1233)、カタラーゼ from bovine liver 
(E.C.: 1.11.1.6、比活性: 45,400 U/mg、Lot No.: 096K7035）、デキストランスクラーゼ from 
Leuconostoc mesenteroides (E.C.: 2.4.1.5、比活性: 185.4 U/mg、Lot No.: 018K4014）は、Sigma 
Chemical Co.から購入した。スクロースは Wako Chemical Co. から購入した。デキストラン
（平均分子量: 40 kDa、70 kDa、400 kDa、および 2,000 kDa、Sigma Chemical Co.）はサイズ
排除クロマトグラフィー(SEC)の校正曲線作製のために用いた。 
Fig. 5-3 Preparation scheme of keto-dextran using three enzymatic reactions; 
first regioselective oxidation of sucrose by P2Ox, subsequently polymerization 
of carbonyl-group-containing sucrose at C-2 carbon by DSase.  
第 5 章 高密度にカルボニル基を導入した 
ケト-デキストランのレオロジー特性 
 
253 
 
5.2.2 ケト-糖質溶液の作製 
ケト-デキストラン水溶液は、P2Ox によるケト-スクロースへの転化、DSase によるケト-
デキストランへの重合、および超音波による分子量の制御の順で作製した（Fig. 5-4）。まず、
5 g/L のスクロース水溶液中に P2Ox（0.25 U/mL）を加え、曝気しながら 40℃で酵素反応を
行った。その際に生成する過酸化水素は、カタラーゼ（25 U/mL）によって分解した。溶媒
として水（200 mL）を用いた。スクロースがすべてケト-スクロースに転化後、限外濾過膜
（分子量分画: 10 kDa, Millipore Co.）によって酵素を除去した。転化したケト-スクロースの
濾液を真空乾燥し、合成資料粉末を得た。ケト-グルコースも同様に、P2Ox およびカタラー
ゼの酵素反応によりグルコースを基質として転化した。 
デキストランおよびケト-デキストランを重合するため、それぞれスクロースおよび転化
したケト-スクロース（100 g/L）溶液に DSase（0.1 U/mL）を加えた。溶媒として酢酸緩衝
液（10 mmol/L、pH5.5、20 mL）を用いた。120 時間後、10 倍量のメタノールに撹拌しなが
ら滴下し、白色沈殿物を得た。 
デキストランおよびケト-デキストラン凝集体を解膠するため、多糖類水溶液を Ultrasonic 
cleaner（Branson 3510J-DTH、Yamato Scientific Co. Ltd.、発振周波数; 42 kHz、超音波; 130 W）
を用いて 12 時間超音波処理した。処理した多糖類水溶液の分子量および濁度を測定した。
多糖類の分子量は、SEC（カラム: TSKgel G4000PWXL - Tosoh Co.、 ポンプ: 515 HPLC Pump 
- Waters Co.、検出器: 2414 refractive index detector - Waters Co.、レコーダー: C-R8A 
Fig. 5-4 Preparation of polysaccharide solutions to use the viscometry. 
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Chromatopac - Shimadzu Corp.、移動相: 蒸留水、流速: 1.0 mL/min）により測定した。また、
多糖類水溶液の濁度は、紫外可視分光光度計（U-3310、Hitachi High-Technologies Corporation）
を用いて吸収波長 660 nm で測定した。多糖類の再凝集性を確認するため、超音波処理した
デキストラン水溶液を冷蔵庫内で 1 日保存した後、再び SEC により分子量を測定した。 
 
5.2.3 糖質水溶液の粘度測定 
多糖類（デキストランおよびケト-デキストラン）水溶液および単糖類（グルコースおよ
びケト-グルコース）水溶液の粘度は、それぞれ希薄領域として 1-10 g/L および濃厚領域と
して 50-300 g/L の範囲で、33±0.5℃の恒温槽中でオストワルド粘度計（Asahi Inc.、Product 
No.; 734）を用いて 3 回測定した。比粘度spは以下の式より算出した。 
1
0
1 
t
t
sp   (5.1) 
ここで、t0 および t1は、それぞれ毛細管内での溶媒および水溶液の通液時間（sec）である。
比粘性率を溶質濃度 C で割った値を還元粘性率といい、以下の Huggins の式[17]および
Schultz-Blaschke の式[18]が成り立つ。 
 Ck
C
2
H
sp ][][ 

  (5.2 a) 
 spSB
sp ][][ 

k
C
  (5.2 b) 
ここで、[]、kH、および kSBは、それぞれ固有粘度、Huggins 定数、および Schultz-Blaschke
定数という。固有粘度は、溶媒中に独立して溶けている高分子鎖の分子量、形、および大
きさに依存する物理的量である。また、Huggins 定数は、溶質同士が相互に影響しあう効果
（流体力学的分子間相互作用）の強さを表す。またデキストランおよびケト-デキストラン
の水溶液中の回転半径 RGは、Flory-Fox の式[19]により重量平均分子量 M および固有粘度[]
により算出される。 
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  31
23G 6Φ'
ηM







R   (5.3) 
ここで’は、Flory-Fox の普遍的定数である（’= 2.1×1023）。 
グルコースおよびケト-グルコースといった低分子には、粘性係数の算出のために以下の
Jones-Dole の式[20]を用いる。 
BCAC  2/1
0
r 1


   (5.4) 
ここで A および B は、それぞれイオン-イオンおよび溶質-溶媒相互作用に関係する係数であ
る。(4)式は、低濃度領域でしか適用できないため、高濃度領域には調節パラメーターを含
む DC2の項を加える[21-25]。 
22/1
0
r 1 DCBCAC 


   (5.5) 
係数 D は、溶質-溶媒および溶質-溶質間相互作用を補正する係数である。グルコースおよび
ケト-グルコースは、非イオン性分子であるため、AC1/2 項は無視できる[21-25]。従って、グ
ルコースおよびケト-グルコースの粘度解析用の Jones-Dole 式は以下のように簡略化できる。 
2
0
r 1 DCBC 


   (5.6) 
(/0-1)/C - C プロットの切片および傾きから B および D を算出した。 
 
5.2.4 動的光散乱法による多糖類の粒子径の測定 
 デキストランおよびケト-デキストランの Stokes 半径（RH）は、動的光散乱（DLS）測定
で評価した。これら多糖類水溶液（1 g/L）を精密ろ過膜（細孔径: 0.45 m、Advantec Co.）
に通液した後、多糖類のサイズ分布を粒径測定器（ELS-Z、Otsuka electronics Co. Ltd.、
Analytical Research Center、Saga University）を用いて 25℃で測定した。 
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5.2.5 金属塩添加時の多糖類溶液の粘度測定 
各多糖類と金属イオンとの相互作用の強さを比較するため、超音波未処理のデキストラ
ンおよびケト -デキストラン水溶液 (1 g/L)に金属塩を添加し、粘度計 (DV-II+Pro、
BROOKFIELD)によってせん断速度およびせん断応力を 34℃で測定した。金属塩には、ハー
ド-ソフト・酸-塩基（HSAB）則[26]に基づいたハード金属、ボーダー金属、およびソフト
金属として、それぞれ塩化カルシウム、塩化亜鉛、および塩化カドミウムを用いた。測定
したせん断速度およびせん断応力から粘度を算出した。粘度および比粘度は以下の式より
算出した。 
 D
 

     (5.7) 
ここでτおよび D は、それぞれせん断応力（Pa）およびせん断速度（s-1）である。金属添
加時の粘度の増加率（M）は、以下の式より算出した。 
1
1
2
M 


    (5.8) 
ここで、2は、金属添加時の溶液の粘度である。 
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5.3 結果および考察 
5.3.1 デキストランおよびケト-デキストランの分子量の制御 
DSase の反応で生成したデキストランおよびケト-デキストランの凝集体を解膠するため
に 50℃で 12 時間超音波処理をした。超音波処理によるデキストラン水溶液の濁度および分
子量変化をそれぞれ Figs. 5-5 および 5-6 に示す。白濁していたデキストラン水溶液は、超音
波処理するにつれて透明に変化した。また、デキストランの重量平均分子量も超音波処理
するにつれて低下した。デキストラン水溶液の超音波処理前後でのサイズ排除クロマトグ
ラムを Fig. 5-7-a および b に示す。5.5 分付近にあったピークは、超音波処理をすることで
8.0 分にシフトした。12.5 分に存在するグルコースのピーク面積が増加している（Fig. 5-8）
ことから、超音波処理はデキストランの分解を引き起こした。デキストラン鎖の絡み合い
の解消もまたデキストランの低分子量化の原因である[27, 28]。デキストランの再凝集性を
確認するため、超音波処理したデキストラン水溶液を冷蔵庫内で 1 日保存した後に SEC に
Fig. 5-5 Turbidity of dextran solution during sonication treatment. The 
absorbance was determined at 660 nm of wavelength. 
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より分子量を測定すると、ピークの変化は確認されなかった（Fig. 5-7-c）ためデキストラン
の再凝集は起きていない。デキストラン水溶液同様に、超音波処理はケト-デキストランの
分解にも影響を与えた（Fig. 5-7-d）。サイズ排除クロマトグラムから得られたデキストラ
ンおよびケト-デキストランの重量平均分子量は、それぞれ 105.64および 105.71 Da であった。
これらの分子量をもつデキストランおよびケト-デキストランを粘度測定に用いた。 
Fig. 5-6 Molecular weights and dispersion of dextran sonicated. 
第 5 章 高密度にカルボニル基を導入した 
ケト-デキストランのレオロジー特性 
 
259 
 
Fig. 5-7 Size exclusion chromatogram of polysaccharides produced by DSase; 
(a) dextran before sonication treatment, (b) dextran after sonication treatment, 
dextran sonicated after storage for 1 day, and keto-dextran after sonication 
treatment. Green line is calibration curve. 
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5.3.2 希薄領域でのデキストランおよびケト-デキストランのレオロジー特性 
デキストランおよびケト-デキストランのレオロジー特性から、溶液中でのポリマーの溶
存モデルを検討した。デキストランおよびケト-デキストラン水溶液の Huggins プロットを
Fig. 5-9 に示す。sp/C の値は、多糖類濃度が増加するにつれて直線的に増加した。これらの
直線の傾きおよび切片から固有粘度 []および Huggins 定数 kH を算出した。[]は、
Schultz-Blaschke プロットからも算出した（Fig. 5-10）。得られた[]、kH、および kSBを Table 
5-1 に示す。[]および粘性定数は、わずかにデキストランの方が高かった。これらの結果は、
希薄領域においてケト-デキストランのコンフォメーションがカルボニル基の分子内相互作
用により収縮したことが原因である。固有粘度の値を用いて(5.3)式よりデキストランおよび
ケト-デキストランの回転半径を算出した（Table 5-1）。デキストランおよびケト-デキストラ
ンの回転半径 RG は、それぞれ 48.1 nm および 45.3 nm であった。 
Fig. 5-8 Concentration of glucose degraded by sonication in the dextran 
solution.  
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Fig. 5-10 Schulz-Blaschke plots of dextran and keto-dextran produced by 
enzymatic reactions. The errors bar were the standard deviation determined by 
three times experiments. 
Fig. 5-9 Huggins plots of dextran and keto-dextran produced by enzymatic 
reactions. The error bars were the standard deviation determined by three times 
experiments. 
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ケト-デキストランの log  sp - log C []プロットを Fig. 5-11 に示す。C[]の値から、デキ
ストランのようなランダムコイル状ポリマーの臨界重なり合い濃度を算出できる。しかし
ながら、今回作製したケト-デキストラン水溶液が低濃度領域であったため、log  sp - log C 
[]プロット間には、傾きが大きくなるブレイクポイントが観察されなかった。また、ケト-
デキストランの log  sp - log C []プロットの傾きは、Morris ら[3]が算出したデキストランの
傾き 1.4 よりも低かった。この log  sp - log C []プロットの傾きの低下は、カルボニルの分
子内相互作用による収縮した構造および高い枝分かれ度（第 4 章参照）が原因である。 
 
Table 5-1 Viscometric constants and the radii of gyration of dextran and 
keto-dextran estimated from the Huggins and Schultz-Blaschke plots. 
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5.3.3 希薄領域でのデキストランおよびケト-デキストランのサイズ分布 
デキストランおよびケト-デキストランの分子サイズは、DLS によっても測定した。水溶
液中のデキストランおよびケト-デキストランのサイズ分布を Fig. 5-12 に示す。デキストラ
ンおよびケト-デキストランの流体力学的半径 RHは、それぞれ 12.1 nm および 8.8 nm であっ
た。他の研究で報告された様々な分子量をもつデキストランおよびその誘導体の RHを Table 
3-2 に示す[29-36]。Durand らおよび Rotureau らは、疎水性デキストランがフェニル基の導
入により凝集することを発見した[34, 35]。色素シバクロンブルー3G-A および Dextran のカ
ップリング反応で合成されるブルーデキストランは、イオン性の色素間のクーロン反発の
ために未修飾のデキストランよりも大きな RH を示した[36]。また、色素中のイオン性スル
フォン酸基間のクーロン反発の遮蔽効果によりイオン強度が増加するにつれてブルーデキ
ストランの RHは、減尐した。デキストランの RHへの分子量依存性を Fig. 5-13 に示す。本
Fig. 5-11 Concentration dependence on specific viscosity for keto-dextran. The 
error bars were the standard deviation determined by three times experiments. 
Regression equation; y = 1.168x + 0.169, R2 = 0.997. 
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研究で DLS 測定により得られたデキストランの RHは、他の研究者が測定したデキストラン
の RHと一致した。ケト-デキストランの RHは、粘度から算出した RGと同様に、デキストラ
ンよりも小さかった。サイズ分布中のシャープなピークおよび多分散性指数 PDI から、希
薄領域ではデキストランおよびケト-デキストランは分子間で会合体を形成していないと分
かった。 
Fig. 5-12 Molecular size distributions of dextran and keto-dextran in water in 
the dilute concentration region. 
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Table 5-2 Hydrodynamic radii of dextran and its derivatives in the published 
papers and our study. 
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5.3.4 濃厚領域でのグルコースおよびケト-グルコース水溶液のレオロジー特性 
カルボニル基の強い相互作用は、モノマーユニットであるケト-グルコースにも現れる。
ケト-グルコースは、グリコシド結合により連結していないため分子内相互作用を無視でき
る。Jones-Dole の式に従ったグルコースおよびケト-グルコースの相対粘度(r)を Fig. 5-14 に
示す。ケト-グルコースとグルコース粘度の差は、高濃度領域になるにつれて増加した。 
(/0-1)/C - C プロットから算出した係数（B および D）を Table5-3 に示す。ケト-グルコー
スの係数 B および係数 D は、グルコースよりも高かった。従って、カルボニル基を糖質に
導入すると、水和性および分子間相互作用を強くする。 
希薄領域において、カルボニル基を用いた水素結合の位置は分子内が支配的であり、ケ
ト-デキストラン溶液の粘度はその収縮効果により低下した。一方、濃厚領域では、ケト-
デキストランの相互作用の位置は、デキストラン鎖内から鎖間もしくは水分子への切り替
Fig. 5-13 Hydrodynamic radii of dextran as the function of molecular weights of 
dextran. 
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えが期待され、その結果ケト-デキストランの溶解性および粘性は、それぞれ水和および会
合により増加する。カルボニル基は、デキストランなどの多糖類の立体構造改変に有用な
官能基である。 
Fig. 5-14 Relative viscosities of glucose and keto-glucose aqueous solution as a 
function of concentration. The error bars were the standard deviation 
determined for three times experiments. 
Table 5-3 Hydration coefficients B and association coefficients D for glucose and 
keto-glucose estimated using the extended Jones-Dole equation. 
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5.3.5 多糖類溶液粘度への金属イオンの影響 
カルボニル基の金属への配位性を確認するために、デキストランおよびケト-デキストラ
ン水溶液に金属塩を添加した。今回の実験では、分子量制御していない多糖類を溶液にし
て用いた。ケト-デキストラン水溶液に CaCl2 を添加した時の粘度の増加率（M）を Fig. 5-15
に示す。ケト-デキストラン水溶液のMは、Ca
2+濃度が増加するにつれて増加した。これは、
多糖類鎖間で金属が配位したためである。多糖類溶液の粘度への金属添加の影響は、他金
属でも確認された（Fig. 5-16）。全ての金属において、ケト-デキストランのMはデキストラ
ンに比べて高くなり、高密度なカルボニル基の導入により金属配位性能が向上した。Cd2+
においては、最も高いMを示した。これは、カルボニル基と Cd
2+間の親和性によって強く
配位したためである。さらに、Ca2+および Zn2+が四配位である一方、Cd2+が六配位であるた
め、Cd2+が複数のカルボニル基と配位したことも高いM を示した原因である。 
Fig. 5-15 Increasing ratio of viscosity for keto-dextran as the function of 
concentration of calcium ion. 
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5.4 結言 
官能基をすべてのグルコース残基に位置選択的に導入されたケト-デキストラン水溶液の
レオロジー特性から、希薄領域において、カルボニル基によって形成した水素結合は分子
内で作用して、デキストランの立体構造を収縮させることが分かった。分子内相互作用を
無視するためにモノマーであるケト-グルコース用いて濃厚領域を再現すると、カルボニル
基の導入により水和性（係数 B）および会合性（係数 D）がグルコースよりも増加した。従
って、ケト-デキストランも同様に濃厚領域では、デキストラン以上の水和および会合を引
き起こすはずである。高密度に官能基をもつ多糖類は、水素結合および金属配位を介した
レオロジー特性を示し、食品化学および分析化学で効果的な応用が期待できる。 
Fig. 5-16 Effect of metal ions on the viscosity of polysaccharide solutions. 
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6.1 緒言 
現在、人類は微生物や酵素の働きを巧みに利用して、生活を豊かにしてきた。酒類、食
酢、醤油、味噌等の発酵・醸造食品、洗剤、および医薬品等がその例である。特に、糖質
を原料（基質）とする酵素は数多く存在し、有用製品を世に輩出するため盛んに研究が成
されている。例えば、Rodrigues らは、デキストランスクラーゼを用いてマルトースおよび
スクロースの反応からパノースを合成している[1]。パノースは、食品の脱色剤に用いられ
ている。Tomotani および Vitolo は、インベルターゼを用いて高果糖シロップ（転化糖、HFS）
を合成している[2]。HFS は、同量のスクロース（砂糖）よりも甘いため食品および医薬品
の甘味料として有用である。これら酵素を用いた製造は、製品の需要が高まるにつれて試
験管サイズからパイロットプラント、そして工業的規模へとスケールアップを要求される。 
酵素の価格は、一般的に高価なものが多い。酵素反応後に媒体中から酵素と生成物を分
離して次の反応に繰り返し用いることができれば、基質特異性があり利用価値が高くても
経済的な見地から実施できなかった酵素反応も実施可能となる。酵素を不溶化（固定化）
させて生体内で起こる酵素反応を人工的に in vitro で行い、大量生産および分析に用いるシ
ステムをバイオリアクターという。固定化酵素は、生成物および残存した基質から酵素を
分離する必要が無く、繰り返し用いることができる。さらには、適切に固定した酵素の保
存、pH、および熱に対する安定性は向上する。 
酵素を固定した樹脂、ゲル粒子、およびマイクロカプセルを充填するカラム型バイオリ
アクター（Fig. 6-1-a）は、現在最も広く用いられているバイオリアクターである。このカラ
ム型バイオリアクターは、充填物が狭くてデッドエンドな細孔を有するために、基質の拡
散移動抵抗が高い。さらには、溶液が充填物間を流通する際の圧力損失が大きくなり、担
体との分離が困難となる。一方、酵素固定のための担体として貫通孔をもつ膜型バイオリ
アクター（Fig. 6-1-b）を用いると、孔表面の固定化酵素付近まで強制対流により基質を輸
送できるため、基質の拡散移動抵抗を低減できる[3]。また、膜型バイオリアクターは、担
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体が大きな構造体を成形しているため生成物との分離が容易であり、供給液が流通する際
の圧力損失は非常に低いため積層構造を構築しやすくスケールアップが期待できる。 
ピラノース 2-オキシダーゼ（P2Ox、E.C.: 1.1.3.10）は、グルコース残基の C-2 位の水酸
基の酸化および酸素から過酸化水素への還元を触媒作用する酵素である[4]。この P2Ox は、
糖質濃度の測定のためのバイオセンサー素子として用いられ、センサーの応答速度および
固定化酵素の保存安定性の向上のために多くの研究が成されている[5-7]。P2Ox による酸化
反応の主生成物はカルボニル基をもつケト-糖質であり、その用途の多くは、ファインケミ
カルおよび薬物における希少糖質および合成糖質の中間体である[8]。カルボニル基は、炭
素-酸素間で電気陰性度に差があるため、酸素原子の電荷分布が極在化した-性の極性構造
をもつ。Anders らは、3-ケト-スクロースを中間体として位置選択的に 3-アミノ-スクロース
を合成している[9]。さらに、この 3-アミノ-スクロースにアクリル酸基を導入してポリ-(メ
タクリルアミドスクロース)を作製している。希少糖質に分類される D-タガトース等は、
P2Ox で生成したケト-ガラクトースを基質として還元酵素により生成される[10]。D-タガト
ースは、砂糖の 38%のカロリーしかもたず、血糖値の上昇および虫歯を抑制するため甘味
料として有用である。第 4 章では、P2Ox により転化したケト-スクロースから-1, 6 グリコ
Fig. 6-1 Models of (a) column-type bioreactor packed beads with narrow and 
dead-end pores, and (b) membrane-type bioreactor laminated membrane with 
through pores. 
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シド結合をもつカルボニル-多糖類であるケト-デキストランを酵素合成した。この方法で得
られたケト-デキストランは、従来の臭素による酸化法に比べて高いカルボニル基導入率を
示した。他にも、カルボニル基は、酸化還元反応、Wittig 反応、および Grignard 反応と多種
多様な合成が可能である[11]。ケト-糖質の中で、2-ケト-D-グルコース（D-グルコソン）は、
Sigma Chemical Co.（Product No.: 61793、≧98.0%）から販売されているが、その値段は 100 
mg 当たり 35,000 円と非常に高価である[12]。この中間体として有用であるケト-糖質を安定
して供給できれば、カルボニル基を経由した糖質の合成の幅は拡大できる。 
そこで本研究では、アニオン交換平膜（RX-1）および疎水性平膜（Durapore）を担体と
して、P2Ox 固定化バイオリアクターを作製し、様々な糖質からケト-糖質へと転化した。糖
質基質には、グルコース、スクロース、および分子量が異なるデキストランを用いた。基
質溶液を P2Ox 固定化膜に単一通液系および循環系で供給し、膜の種類（固定化方法）、流
速の影響、および保存安定性を評価した。さらに、ケト-デキストラン酵素合成のための 2
種類の合成戦略（Fig. 6-2）を提案し、最適な合成経路の探索を行った。 
Fig. 6-2 Two strategies for synthesis of keto-dextran. (a) DSase-P2Ox system; 
carbonyl group is directly introduced into dextran backbone, and (b) 
P2Ox-DSase system; carbonyl group is preliminarily introduced into sucrose 
and then keto-sucrose is used for polymerization of keto-dextran. 
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6.2. 実験操作 
6.2.1 担体および試薬 
酵素固定担体として、四級アンモニウムポリスチレン製のアニオン交換濾紙 RX-1（AP-1、
Toray Fine Chemicals Co. Ltd）およびポリビニリデンフルオライド(PVDF)製の疎水性メンブ
レンフィルターDurapore（HVHP 0470 00、Millipore Co.）を用いた。これらの膜の特性を Table 
6-1 に示す。ピラノース 2-オキシダーゼ from Coriolus sp.（EC: 1.1.3.10、等電点: 4.2、純度: 2.7 
U/mg-Protein および 9.4 U/mg-Solid、Lot No.: 087K1380）は、Sigma Chemical Co.から購入し
た。この酵素は、Escherichia coli.中の Coriolus versicolor 等の様々な種が生産する。Coriolus
由来の天然および組み換え型 P2Ox の分子量は、それぞれ 220 kDa および 290 kDa であり、
4 つのサブユニット（68 kDa および 65 kDa）より構成される[13, 14]。様々な濃度の P2Ox
溶液の UV-Vis スペクトルを Fig. 6-3 に示す。P2Ox は、272 nm のタンパク質由来の吸収ピー
クだけでなく、フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）由来の 360 nm および 456 nm にも
吸収をもつ。従って、低濃度領域では 272 nm を、高濃度領域では 360 nm および 456 nm を
用いることで広い濃度領域を定量可能である[15]。グルコースおよびデキストラン（Mw: 10 
kDa および 2,000 kDa）は、Sigma Chemical Co.から購入した。また、スクロースは、Wako 
Chemical Co.から購入した。 
 
6.2.2 膜の圧力損失の測定 
膜の比表面積および孔径を推算するために、様々な流速で 10 枚積層させた膜に蒸留水を
透過して、その時の圧力損失を測定した。膜の比表面積は、Kozeny-Carman の式[16]により
算出した。 
)ε1(
ε
2
3



QKL
P
S

 (6.1) 
ここで、S、P、K、L、、Q、およびは、それぞれ比表面積(m2/m3)、圧力損失(Pa)、Carman
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定数(通常は 5.0)、膜厚(m)、蒸留水の粘度(Pa s)、流速(m/s)、および空孔率(-)である。膜の
孔径は、Hagen-Poiseuille の式[17]により算出した。 
P
LQ
D


32
  (6.2) 
 
Table 6-1 Properties of anion exchange membrane, RX-1, and hydrophobic 
membrane, Durapore. 
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6.2.3 P2Ox 固定化膜の作製 
P2Ox 固定化膜の作製には、Fig. 6-4-a に示す装置を用いて連続式透過法により行った。
Durapore は、メタノール中でコンディショニングした後 10 mM リン酸緩衝溶液(pH: 7.0)に
より洗浄して用いた。RX-1 および Durapore をコネクターに装着し、シリンジポンプ（S-1235, 
Atom Medical International, Inc）を用いて P2Ox 溶液(2.2 g/L、10 mM リン酸緩衝溶液、pH 7.0、
溶液温度: 27oC)を 10 mL/h で各膜に透過した。膜からの流出液を連続的に回収し、流出液中
の P2Ox 濃度を Bradford 法[18]により測定した。膜への P2Ox 固定量 q は、(6.3)式より算出
した。 
v
W
CC
q d
)(
 )(mg/g 
v
0
EffluentFeed


   (6.3) 
ここで CFeed および CEffluent は、それぞれ供給液および流出液中の酵素濃度（g/L）である。v
および W は、それぞれ流出量（mL）および膜重量（g）である。 
Fig. 6-3 UV-Vis spectra of P2Ox in water solution at the range of 125-12,000 
mg/L. 
第 6 章 ピラノース 2-オキシダーゼ固定化膜を 
用いた糖質へのカルボニル基の導入 
 
283 
 
各膜への P2Ox の飽和固定量を調べるため、回分法による P2Ox の固定も行った。1/8 枚
の各膜を濃度が異なる P2Ox 溶液（125-4,000 mg/L、2 mL）中に浸漬させ、30oC で 24 時間
撹拌した。その後、溶液中の P2Ox 濃度を測定した。P2Ox の飽和固定量は、以下の Langmuir
の式[19]により算出した。 
maxemax
111
 
1
qCqq
   (6.4) 
ここで、qmaxおよび Ce は、それぞれ P2Ox の飽和固定量（mg/g）および平衡後の P2Ox 濃度
（g/L）である。 
 
Fig. 6-4 Preparation of P2Ox-immobilized membrane bioreactor used for the 
conversion of sugar into keto-sugar; (a) the continuous permeation system and 
(b) the circulation system. 
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6.2.4 単一通液系での P2Ox 固定化膜によるスクロースのケト-スクロースへの転化 
Fig. 6-4-a に示す装置を用いてスクロース溶液（29.2 mmol/L、10 mM リン酸緩衝溶液、pH 
7.0、溶液温度: 27oC）を 1-100 mL/h で P2Ox 固定化膜に透過した。P2Ox 固定化膜バイオリ
アクターからの流出液を連続的に回収し、流出液中のカルボニル基濃度はジニトロフェニ
ルヒドラジン（DNPH）を用いた比色法[20]により測定した。転化率への流速の影響を調べ
る際は、スクロースの転化率が定常状態になるまで（30 分以上）スクロース溶液を透過し
てから流出液を測定した。P2Ox 固定化膜バイオリアクターによるケト-糖質への転化量
（mol/g）および転化率（%）は、以下の式より算出した。 
S
C100  (%) Conversion
C
C
   (6.5) 
ここでCCおよびCSは、それぞれ流出液中のカルボニル基濃度(mol/L)および基質濃度(mol/L)
である。また、空間速度(S.V.、h-1)は、以下のように定義する。 
(mL)  volumeMembrane
(mL/h) rate Flow
  )(h S.V. 1-    (6.6) 
膜からの P2Ox の漏出を確認するために、流出液中のタンパク質濃度を Bradford 法により測
定した。 
 
6.2.5 P2Ox 固定化膜バイオリアクターの安定性 
P2Ox 固定化膜バイオリアクターの操作安定性および保存安定性は、Fig. 6-5 の手順で行
った。単一透過式装置（Fig. 6-4-a）を用いてグルコース溶液（29.2 mmol/L、10 mM リン酸
緩衝溶液、pH 7.0、溶液温度: 27oC）を 10 mL/h で P2Ox 固定化 Durapore にケト-グルコース
への転化が定常状態になるまで透過した。その後、P2Ox 固定化 Durapore を 10 mM リン酸
緩衝溶液中に浸漬させながら冷蔵庫内（2oC）で保存した。P2Ox 固定化膜に室温でリン酸
緩衝溶液を通液させた後、ケト-グルコースへの転化のために再び膜を用いた。固定化 P2Ox
の比活性は、定常状態でのカルボニル基の濃度から算出した。酵素反応間に生成する過酸
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化水素への Durapore の耐性を調べるために、ケト-糖質への転化後の膜の表面を走査型電子
顕微鏡（SEM、JSM-5200、JEOL）により観察した。 
 
6.2.6 循環系での P2Ox 固定化膜バイオリアクターによるケト-糖質への転化 
10 枚の P2Ox 固定化 Durapore を Fig. 6-4-b に示す装置に装着して、ペリスタポンプ
（SJ-1211H, ATTO Co.）を用いてグルコース、スクロース、およびデキストラン溶液（100 mL、
10 mM リン酸緩衝溶液、pH 7.0、溶液温度: 27oC）を 6.3 mL/h で膜に循環させた。グルコー
スおよびスクロース濃度は、29.2 mmol/L に設定した。デキストラン（10 kDa および 2,000 
kDa）溶液は、29.2 mmol/L のグルコース残基を含むよう 4.7 g/L に調製した。P2Ox 固定化
Durapore バイオリアクター中の溶液を採取し、溶液中のカルボニル基濃度を DNPH 法によ
り測定した。 
 
6.2.7 回分法によるケト-糖質への転化 
3.3 mg の P2Ox を基質溶液（10 mL、29.2 mmol/L、10 mM リン酸緩衝溶液、pH 7.0）に添
加して 40oC で静置培養した。60 分後、溶液中のカルボニル基を DNPH 法により測定した。
溶解性および固定化 P2Ox の比活性（U/mg）は、以下の式より算出した。 
(mg)P2Ox  dimmobilizeor  soluble ofAmount (min) imeReaction t
mol)( group carbonyl ofAmount 
      
  (U/mg)activity  Specific


   (6.7) 
酵素活性 1 U は、1 分間に 1 mol のカルボニル基を生成する酵素量と定義する。 
Fig. 6-5 Reuse of P2Ox-immobilized Durapore bioreactor for conversion into 
keto-glucose. 
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6.3 結果および考察 
6.3.1 膜表面への P2Ox の固定 
RX-1 および Durapore に空間速度 23-28 h-1 で P2Ox 溶液を透過した時の P2Ox の固定量を
Fig. 6-6 に示す。両膜においても P2Ox の固定量は、酵素溶液を透過するにつれて増加した。
P2Ox の等電点は 5.3-6.3 であり[15, 21]、リン酸緩衝溶液（pH: 7.0）中では負に帯電してい
る。従って、RX-1 および P2Ox 間の相互作用は、静電相互作用が支配的である。また、Durapore
の材質である PVDF は、タンパク質との疎水性相互作用を利用して固定場および分離場と
して用いられている[22-29]。P2Ox を構成する疎水性アミノ酸残基の割合は約半分を占め
[30]、これらの残基が Durapore の疎水性表面と相互作用して固定された。Durapore への P2Ox
の固定量は、疎水性相互作用が静電相互作用よりも弱いため RX-1 に比べて低かった。回分
法により各膜への P2Ox の飽和固定量を算出した。RX-1 および Durapore への P2Ox の固定
Fig. 6-6 Amount of P2Ox immobilized on the membranes in the continuous 
permeation system. 
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等温線を Fig. 6-7 に示す。Langmuir プロットにより得られた RX-1 および Durapore への P2Ox
の飽和固定量は、それぞれ 229 mg/g および 21 mg/g であった。Durapore に関しては、循環
式（Fig. 6-4-b）によっても飽和固定量を測定した（Fig. 6-8）。10 枚の Durapore に P2Ox 溶液
を 18 時間循環させた時の P2Ox の固定量は、18 mg/g であった。他の方法で固定した P2Ox
の報告を Table 6-2 にまとめる。トレシル基、エポキシ基、およびアゾ基等を介した共有結
合法は酵素の漏出の抑制に効果的であるが、固定化酵素の活性は低下してしまう。今回用
いた膜への固定量は他の方法に比べても高く、酵素固定担体として有用である。 
 
 
 
 
 
Fig. 6-7 Immobilization isotherms of P2Ox on the membranes in the batch 
system.  
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6.3.2 圧力損失およびケト-スクロース転化率への流速の影響 
圧力損失が高くなると単位時間当たりの処理量が減少するため、圧力損失はバイオリア
クターのスケールアップにおける重要な物理的諸因子である。様々な流量で RX-1 および
Durapore に蒸留水を透過した時の圧力損失を Fig. 6-9 に示す。この圧力損失-流速間の傾き
(P/V)から算出した膜の比表面積および孔径は、既に Table 6-1 に示した。両膜共に、流速
が増加するにつれて圧力損失は、直線的に増加した。RX-1 および Durapore は、高流速で蒸
留水を透過しても比較的低い圧力損失を示した。従って、精密ろ過膜を担体とした膜バイ
オリアクターはさらなる積層が可能であり、スケールアップが容易である。ケト-スクロー
スへと転化するため、単一透過式における各 P2Ox 固定化膜バイオリアクターの転化率への
空間速度依存性を調べた。空間速度を変化させた時の定常状態における流出液中のカルボ
ニル基濃度を Fig. 6-10 に示す。両膜に共通して、10 h-1 以上の領域において基質溶液の空間
速度が増加するにつれて流出液中のカルボニル基の濃度は劇的に低下した。 
Fig. 6-8 Maximum amount of P2Ox immobilized on Durapore by the continuous 
permeation system. 
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Fig.6-9 Pressure losses during the permeation of water through the membranes 
as the function of flow rate. 
Fig. 6-10 Effect of space velocity on the concentration of carbonyl group into 
keto-sucrose converted by P2Ox-immobilized membrane bioreactors. 
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ケト-糖質は、P2Ox 固定化膜バイオリアクターにより 3 ステップを経て合成される（Fig. 
6-11）。そのステップは、(i) 強制対流による固定化酵素付近への基質の輸送、(ii) 酵素への
基質の拡散移動、および(iii) 酵素によるケト-糖質への転化である。この固定化 P2Ox の活
性の低下は、空間速度が増加するにつれて反応律速から基質の拡散律速へと変化したため
である。従って、空間速度 10 h-1以下での反応律速段階で酵素固定膜リアクターを運転する
ことが望ましい。 
 
6.3.3 P2Ox 固定化膜担体の比較 
単一透過式により各 P2Ox 固定化膜にスクロース溶液を透過した（Fig. 6-12）。いずれの
酵素固定膜でも、ケト-スクロース転化量はスクロース溶液の透過量が増加するにつれて直
線的に増加した。RX-1 への P2Ox 固定量は Durapore へのそれよりも高かったにもかかわら
ず、ケト-スクロースへの転化効率は P2Ox 固定化 Durapore バイオリアクターの方が高かっ
た。直線の傾きから算出された P2Ox の相対活性（固定された酵素活性と発現した酵素活性
の比）には、違いが見られた（RX-1: 0.09, Durapore: 0.30）。これは、静電相互作用による P2Ox
の固定は疎水性相互作用による固定よりも酵素を失活させたためである。流出液中のタン
パク質濃度を Bradford 法により測定すると、ケト-スクロースへの転化時での P2Ox の漏出
Fig. 6-11 Mechanism of conversion into keto-sugar in the pore of 
P2Ox-immobilized membrane. 
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は 0.5-1.7%とほとんどなかった。従って、P2Ox 固定化 RX-1 バイオリアクターの反応率の
低下は漏出によるものではなく、強い相互作用（静電相互作用）による酵素の立体構造の
変化が原因である。以上の結果から疎水性相互作用を利用した Durapore の方がイオン交換
相互作用を利用した RX-1 に比べて有用であると判断し、今後の P2Ox 固定担体として
Durapore を用いた。 
 
6.3.4 P2Ox 固定化膜バイオリアクターの操作安定性および保存安定性 
単一透過式により P2Ox 固定化膜バイオリアクターの操作安定性および保存安定性を調
べた。ケト-グルコース転化に繰り返し用いた P2Ox 固定化膜バイオリアクターの相対活性
を Fig. 6-13 に示す。P2Ox 固定化膜バイオリアクターを 1 週間繰り返し用いても、P2Ox の
Fig. 6-12 Comparison between conversion ability of P2Ox- immobilized RX-1 
and Durapore by the continuous permeation system. 
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活性は保持されていた。さらに、Durapore の耐久性を調べるために SEM により膜表面を観
察した（Fig. 6-14）。Durapore の多孔質構造は、P2Ox の固定および過酸化水素との接触によ
っても崩壊しなかった。Durapore は、繰り返し用いることができる機械的強度が高い担体
である。従って、Durapore を P2Ox の担体とすると、ケト-糖質からの P2Ox の分離操作の簡
略化、P2Ox 固定化膜バイオリアクターの繰り返し使用、および P2Ox の操作安定性および
保存安定性の向上を可能にする。 
 
6.3.5 溶解性 P2Ox および固定化 P2Ox 活性の比較 
P2Ox 活性への固定の影響を調べるために、循環式で P2Ox 固定化膜バイオリアクターに
よりグルコースをケト-グルコースへと転化した。溶解性 P2Ox および固定化 P2Ox を用いた
時のケト-グルコースへの転化率を Fig. 6-15 に示す。ただし、双方の P2Ox の重量およびグ
ルコース溶液量は等しい。固定化 P2Ox を用いた転化速度は、溶解性 P2Ox の転化速度より
Fig. 6-13 Relative activity of P2Ox-immobilized Durapore bioreactor reused for 
conversion into keto-glucose. 
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も低下した。固定化による活性の低下は、他の糖質基質においても確認された。様々な基
質に対する溶解性 P2Oxおよび固定化 P2Ox の比活性を Table 6-3 に示す。P2Oxの固定化は、
P2Ox の立体構造を変化させ、結果として比活性を減少させた。基質の拡散移動抵抗の増加、
酵素の可動性の低下、および疎水性担体(Durapore)-親水性糖質間の不適合性もまた P2Ox の
比活性を減少させた原因である。 
 
Fig. 6-14 SEM images of Durapore surface (a) before, (b) after immobilization of 
P2Ox, and (c) after conversion into keto-sugar. 
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Table 6-3 Specific activity of soluble P2Ox and immobilized P2Ox using various 
sugars. 
Fig. 6-15 Conversion percentages into keto-glucose using soluble P2Ox and 
Durapore-immobilized P2Ox. 
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6.3.6 循環系での P2Ox 固定化膜バイオリアクターによるケト-糖質への転化 
P2Ox 固定化膜バイオリアクターにグルコース、スクロース、およびデキストラン溶液を
循環した時の各ケト-糖質への転化率を Fig. 6-16 に示す。転化率は、基質溶液の循環時間が
増加するにつれて増加した。そして、グルコースおよびスクロースは、それぞれ 75 時間お
よび 225 時間ですべてケト-グルコースおよびケト-スクロースへと転化した。一方、10 kDa
および 2,000 kDa のデキストランは、ほとんどケト-デキストランに転化しなかった。デキ
ストランは、-1, 6 グリコシド結合からなる多糖類であり、比較的柔軟な構造をもつ。水溶
液中で、P2Ox の流体力学的半径が 6.2 nm である[15]のに対し、10 kDa および 2,000 kDa の
デキストランの流体力学的半径はそれぞれ 2.7 nm および 27.2 nm であり、拡散係数はそれ
ぞれ 9.1×10-7 cm2/s および 0.9×10-7 cm2/s である（Fig. 6-17）[40]。P2Ox と反応するためには、
デキストランを構成するグルコース残基の C-2 位の水酸基が分子主鎖の外側に位置しなけ
Fig. 6-16 Conversion percentages into keto-sugar by P2Ox-immobilized 
Durapore bioreactor using various sugar substrates. 
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ればならない。デキストランは、P2Ox の基質特異性だけでなく、多糖類自身の立体障害お
よび拡散移動抵抗が原因で、P2Ox により触媒作用されなかった。多糖類の水酸基に官能基
を直接導入する方法（Fig. 6-2-a）に比べ、予め基質に官能基を導入後転移酵素で重合する機
能性多糖類の in vitro 合成（Fig. 6-2-b）は高密度な官能基の導入を可能にする技術である。 
 
 
 
Fig. 6-17 Model of P2Ox and sugar substrates in water solution. 
第 6 章 ピラノース 2-オキシダーゼ固定化膜を 
用いた糖質へのカルボニル基の導入 
 
299 
 
6.4. 結言 
イオン交換性濾紙RX-1および疎水性濾紙Duraporeに P2Ox溶液を透過法によって固定し
たバイオリアクターを開発し、P2Ox 活性への担体の影響を調べた。疎水性相互作用で酵素
を固定する Durapore は、イオン交換相互作用で固定する RX-1 よりも酵素活性の低減が少
なかった。Durapore は比較的弱い疎水的な相互作用をもつが、酵素の漏出は観察されなか
った。P2Ox 固定膜にスクロース溶液を透過してその転化率を調べた。スクロース溶液の
P2Ox 固定膜への空間速度が増加すると、反応律速から拡散律速へと律速段階が変化し、ケ
ト-スクロースへの転化率は減少した。P2Ox 固定化膜バイオリアクターに様々な糖質基質を
循環させると、グルコースおよびスクロースは全て対応したケト-糖質へと転化した。しか
しながら、デキストランはほとんど転化しなかった。従って、P2Ox 固定化膜バイオリアク
ターは、単糖およびオリゴ糖のような低分子量糖質に有用である。P2Ox 固定化膜バイオリ
アクターは、高い操作安定性および保存安定性を示した。ケト-糖質は、合成糖質の中間体
および機能性材料の原料となるため、ケト-糖質大量合成システムの確立は、これからの新
しい糖質合成および機能性材料の作製に貢献できる。 
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7. 1 緒言 
大豆タンパク質は、ゲル化および乳化などの機能性をもち食品添加物として食品産業で
用いられている。大豆タンパク質の一次構造には、体内で作ることができない必須アミノ
酸を多く含み、栄養価に優れている(Fig. 7-1)。さらに、大豆タンパク質は、コレステロール
調節機能[1, 2]や体脂肪の燃焼促進および蓄積抑制作用[3, 4]が報告され、健康の観点からも
注目される。このため、大豆由来のタンパク質は特定保健用食品の成分として認可され、
2009 年 6 月時点で認可された“コレステロールが高い方”向けの特定保健用食品 102 品の
約 4 割に大豆由来のタンパク質が用いられている(大豆たんぱく質:28 品、リン脂質結合大豆
ペプチド: 13 品、Fig. 7-2) [5]。 
分離大豆タンパク質を酵素分解して得られる大豆ペプチドは、アミノ酸が 3-6 個連なった
オリゴペプチドであり、水溶性、吸湿性、および保水性に優れるという特性をもつ。大豆
ペプチドは、オリゴペプチドであるため内臓に負担をかけずに素早く吸収され、大豆タン
Fig. 7-1 Amino acid contents in soy protein and amount of essential amino acid 
required for adult. 
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パク質のアミノ酸組成を保持しているため必須アミノ酸バランスが優れている[6]。さらに、
大豆ペプチドもまた大豆タンパク質がもつ体脂肪の燃焼促進作用を示す。従って、大豆ペ
プチドは、大豆タンパク質の代用物として有用である。 
牛乳、卵、および大豆などの食品タンパク質は、加熱、酸性化、および塩添加により凝
集およびゲル化する[7-17]。食品分野において、タンパク質の分散・凝集を利用した製品は
多く存在する。この凝集性食品の分散あるいは分散性食品の凝集は、商品価値を著しく低
下させるため、分散・凝集の制御が必要である。従来から、タンパク質の安定化には、ス
クロース、トレハロース、およびイヌリンなどの中性糖質が頻繁に利用されている[18-23]。
また、糖質由来の界面活性剤およびポリ電解質もタンパク質の分散安定性に有用である。
例えば、スクロース脂肪酸エステルは、疎水部位であるエステル基がタンパク質に吸着し
て、親水部位であるスクロースによりタンパク質表面を親水化する(Fig. 7-3)。そのため、タ
ンパク質は水中で分散安定化する。酸性多糖類であるペクチンはタンパク質表面に吸着し
て、表面電荷（ゼータ電位）の低下を引き起こす。その結果、タンパク質間に静電的斥力
が働いて分散する[24]。しかしながら、ペクチンを用いたタンパク質の分散メカニズムは pH
の影響を受けやすく、等電点から離れた pH ではタンパク質の凝集を促進してしまう。大豆
から得られる水溶性酸性大豆多糖類（SSPS）は、ペクチンに比べてゼータ電位低下能力は、
Fig. 7-2 Ingredients of foods for specified health uses (FOSHU) for “persons with 
high cholesterol levels” approved by Ministry of Health, Labour and Welfare in 
Japan at June 2009. 
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低いにもかかわらず、ペクチンよりも高いタンパク質分散安定性を示す。ペクチンおよび
SSPS は、酸性糖からなる主鎖および中性糖からなる側鎖をもつ[25]。SSPS の側鎖はペクチ
ンに比べて非常に長く、吸着したタンパク質表面において側鎖の立体効果が働いてタンパ
ク質同士の接近・凝集を抑制できる[26]。 
近年、糖質への機能性の付与およびそれに伴う食品分野での用途の拡大のため、糖質の
修飾に酵素が用いられている[27-29]。ピラノース 2-オキシダーゼ(P2Ox)は、以下のように
グルコース残基中の C-2 位の水酸基の酸化および過酸化水素への O2の還元を触媒する酵素
である[30]。 
D-glucose ＋ O2 ―→ 2-keto-D-glucose ＋ H2O2 
この P2Ox の反応により C-2 位にカルボニル基をもつケト-グルコースを生成する。ケト-グ
Fig. 7-3 Dispersion mechanism of protein using sugar-based surfactants and 
polyelectrolytes. 
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ルコース中のカルボニル基は、炭素－酸素間の分極構造により、水分子、金属イオン、お
よび他の官能基と水素結合および配位結合を形成でき、水酸基よりも強いタンパク質との
相互作用が期待できる。さらに、カルボニル基は、脱水縮合反応、Wittig 反応、および Grignard
反応と多種多様な合成の中間体となり、その生成物の応用分野は格段に広がる[31]。このカ
ルボニル基は、水分子、金属イオン、および他の官能基と水素結合および配位結合を形成
する。ケト-グルコースをたんぱく質溶液に添加した場合、水素結合によりタンパク質表面
をコーティングし、疎水性相互作用を介したタンパク質凝集の抑制が期待できる。 
本研究では、カルボニル基をもつケト-グルコースおよび大豆ペプチド間の相互作用を利
用し、大豆ペプチドの凝集を制御する。ケト-グルコースは、P2Ox の酸化反応により合成し
た。得られたケト-グルコースを大豆ペプチドに添加して、溶液の濁度変化から大豆ペプチ
ドの凝集性へのケト-グルコースの影響を調べた。さらに、ケト-グルコースを添加した大豆
ペプチドの限外ろ過分離によりケト-グルコース－大豆ペプチドの凝集性を評価した。 
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7.2 実験操作 
7.2.1 試薬および材料 
大豆ペプチドは、FUJI OIL CO. LTD.から提供されたハイニュート AM (HN-AM)を用いた。
HN-AM の特性およびアミノ酸含有量[32]をそれぞれ Table 7-1 および Fig. 7-4 に示す。タン
パク質の凝集に関与する疎水性アミノ酸(Gly、Ala、Val、Leu、Ile、Phe、Pro、Met、および
Trp)の合計組成は、41.9%である。ジスルフィド結合形成により凝集を促進する硫黄含有ア
ミノ酸(Cys および Met) [33]は、含有しない。また、カルボニル基との水素結合に関与する
塩基性アミノ酸(Lys、His、および Arg)の組成は、16.9%である。グルコースは、Wako Pure 
Chemical Industries, Ltd.から購入した。ピラノースオキシダーゼ（E.C.: 1.1.3.10、Lot 
No.:039K1142）およびカタラーゼ（E.C. 1.11.1.6、Lot No.: 096K7035）は、Sigma Chemical Co.
から購入した。限外ろ過膜には、ウルトラセル PLGC（分子量分画: 10 kDa、再生セルロー
ス製、フィルター直径: 4.7 cm、Millipore Co.）およびアミコンウルトラ-0.5（分子量分画: 100 
kDa、再生セルロース製、有効ろ過面積: 1 cm3、Millipore Co.）をそれぞれ酵素除去および
HN-AM の限外ろ過のために用いた。 
 
 
 
Table 7-1 Properties of Hinute-AM, soy peptide used in this study. 
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7.2.2 グルコースからケト-グルコースへの転化 
グルコースからケト-グルコースへの転化は、P2Ox を用いて回分式により行った(Fig. 7-5)。
25 g/L のグルコース水溶液（200 mL、pH: 6.2）に P2Ox（0.73 U/mL）およびカタラーゼ（1,035 
U/mL）を加え、40oC で曝気しながら 12 時間撹拌した。グルコースおよびケト-グルコース
の濃度は、高速液体クロマトグラフィ （ーHPLC、カラム: Amide-80 - Tosoh Co.、 ポンプ: 515 
HPLC Pump - Waters Co.、検出器: 2414 refractive index detector - Waters Co.、レコーダー: 
C-R8A Chromatopac - Shimadzu Corp.、移動相: アセトン/蒸留水 = 8 : 2、カラム温度: 80oC、
流速: 1.0 mL/min)により測定した。転化率は(7.1)式より算出した。 
Fig. 7-4 Amino acid composition of the fractions obtained from Hinute with a 
charcoal column. 
Fig. 7-5 Preparation scheme of keto-glucose using enzymatic reactions. 
Enzymatic reaction 
 第 7 章 カルボニル基導入糖質と 
大豆ペプチドの相互作用 
 313 
100  (%) Conversion
KG
K 


CC
C   (7.1) 
ここで CGおよび CKは、それぞれグルコースおよびケト-グルコース濃度である。すべての
グルコースが転化後、限外ろ過膜により酵素を除去し、Bradford 法[34]により酵素の除去を
確認した。ろ液を真空乾燥して白色粉末を得た(収率: 89%)。生成物の確認は、フーリエ変
換赤外分光光度計(FT-IR、KBr 法、FT/IR-410、JASCO Co.)により行った。 
 
7.2.3 糖質添加時の HN-AM の粘度測定 
HN-AM 水溶液の粘度は、濃厚領域として 50-250 g/L の範囲で、28oC で超音波式を用いて
3 回測定した。比粘度spは以下の式より算出した。 
1
0
1
sp 


    (7.2) 
ここで、0 および1 は、それぞれ溶媒および HN-AM 水溶液の粘度である。比粘度を溶質
濃度 C で割った値を還元粘性率といい、以下の Huggins の式[35]および Schultz-Blaschke の
式[36]が成り立つ。 
 Ck
C
2
H
sp ][][ 

  (7.3 a) 
 spSB
sp ][][ 

k
C
   (7.3 b) 
ここで、[]、kH、および kSBは、それぞれ固有粘度、Huggins 定数、および Schultz-Blaschke
定数という。固有粘度は、溶媒中に独立して溶けている高分子鎖の分子量、形、および大
きさに依存する物理的量である。また、Huggins 定数は、溶質同士が相互に影響しあう効果
（流体力学的分子間相互作用）の強さを表す。またデキストランおよびケト-デキストラン
の水溶液中の回転半径 RGは、Flory-Fox の式[37]により分子量 M および[]に関連する。 
  31
23G 6Φ'
ηM







R   (7.4) 
ここで’は、Flory-Fox の普遍的定数である（’= 2.1×1023）。 
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7.2.4 糖質添加時の HN-AM の濁度測定 
蒸留水（10 mL）、グルコース水溶液（100 g/L、10 mL）、およびケト-グルコース水溶液（100 
g/L、10 mL）にそれぞれ HN-AM（10 g/L）を添加し、30oC の恒温槽中 300 rpm で撹拌した
(Fig. 7-6)。各溶液中の濁度は、紫外可視分光光度計（U-3310、Hitachi High-Technologies 
Corporation）を用いて吸収波長 660 nm により測定した。また、各溶液中の HN-AM 粒子径
は、レーザー回折式粒度分布測定器 (SALD-3100、Shimadzu Corp.)により評価した。 
 
7.2.5 糖質添加時の HN-AM の限外ろ過 
312 時間撹拌した各 HN-AM 溶液(HN-AM 初濃度: 10 g/L)を限外ろ過膜 Amicon Ultra-0.5 内
に加え、10,000 rpmで 10分間遠心分離器(MCF-1350、LMS Co., Ltd)により膜を透過させた(Fig. 
7-7)。ここで、この限外ろ過膜(UF、分子量分画: 100 kDa)に捕捉されるサイズの HN-AM を
凝集物として定義する。各溶液中の HN-AM 濃度は、吸収波長 264 nm における吸光度より
算出した。HN-AM の UV スペクトルを Fig. 7-8 に示す。HN-AM の凝集率は、以下の式より
算出した。 
100  (%)n Aggregatio
i
ei 


C
CC   (7.5) 
ここで、Ciおよび Ceは、それぞれ HN-AM の初濃度および流出液中の HN-AM 濃度である。 
Fig. 7-6 Turbidity determination of Hinute-AM solution. 
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Fig. 7-7 Determination for aggregation percentage of Hinute-AM using 
ultrafiltration. 
Fig. 7-8 UV-Vis spectra of Hinute-AM in water at the range of 0.05-10.00 g/L 
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7.3 結果および考察 
7.3.1 ケト-グルコースの酵素合成 
P2Ox を用いてグルコースからケト-グルコースへと転化した。P2Ox の反応時の溶液の
HPLC クロマトグラム変化およびグルコースからケト-グルコースへの転化率を Figs. 7-9 お
よび 7-10 に示す。HPLC クロマトグラム内の 6.3 分および 7.6 分のピークは、それぞれケト
-グルコースおよびグルコース由来のピークである。時間の経過とともにグルコースのピー
クが減尐し、それと伴にケト-グルコースのピークが増加した。そして 8 時間後すべてのグ
ルコースがケト-グルコースへと転化した。酵素反応を用いることで効率的にグルコース中
にカルボニル基を導入できた。グルコースおよびケト-グルコースの FT-IR スペクトルを Fig. 
7-11 に示す。1635-1734 cm-1 に、グルコースにはないカルボニル基由来のピークがケト-グル
コースに観察された。これによりグルコースからケト-グルコースへの転化を確認した。そ
の他の FT-IR のピークの同定は、Table 7-2 に示す。 
Fig. 7-9 High performance liquid chromatogram of enzymatic solution during 
bioconversion of glucose into keto-glucose; Peaks at 6.3 min and 7.6 min 
correspond to keto-glucose and glucose, respectively. 
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Fig. 7-10 Conversion percentage into keto-glucose during enzymatic oxidation 
using P2Ox and catalase. 
Fig. 7-11 FT-IR spectra of glucose and keto-glucose produced by enzymatic 
reactions. 
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7.3.2 HN-AM のレオロジー特性 
HN-AM のレオロジー特性から、溶液中での溶存モデルを評価した。HN-AM 水溶液の
Huggins プロットおよび Schultz-Blaschke プロットを Figs. 7-12 および 7-13 に示す。これら
の直線の傾きおよび切片から算出した []、kH、および kSBを Table 7-3 に示す。HN-AM の
Huggins 定数 kHは、2.46 と高かった。溶液中で分子分散していれば kHは通常 0.3-0.8 の値を
とる。それ以上の値では、ポリマー間相互作用が強く凝集を引き起こしやすい。従って、
疎水性アミノ酸を多く含有する HN-AM は凝集しやすいペプチドである。固有粘度の値を用
いて、HN-AM の回転半径を算出した。HN-AM の平均分子量は、500 Da と仮定した。HN-AM
の回転半径 RGは、17.2 nm であった(Table 7-3)。HN-AM の log  sp - log C []プロットを Fig. 
7-14 に示す。C []の値から、ランダムコイル状ポリマーの臨界重なり合い濃度 C*を算出で
きる。しかしながら、HN-AM は 250 g/L と高濃度にもかかわらずブレイクポイントが観察
されなかった。これは、HN-AM が比較的低分子なために、この濃度領域ではペプチド鎖が
重なり合わなかったためである。 
 
Table 7-2 Assignment of FT-IR for glucose and keto-glucose produced by 
enzymatic reactions. 
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Fig. 7-12 Huggins plots of Hinute-AM aqueous solution. 
Fig. 7-13 Schulz-Blaschke plots of Hinute-AM aqueous solution. 
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Table 7-3 Viscometric constants and the radii of gyration of Hinute-AM 
estimated from the Huggins and Schultz-Blaschke plots. 
Fig. 7-14 Concentration dependence on specific viscosity for Hinute-AM 
solution. 
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7.3.3 HN-AM 凝集へのケト-グルコースの影響 
HN-AM 水溶液、HN-AM + グルコース水溶液、および HN-AM + ケト-グルコース水溶液
を 30oC の恒温槽中 300 rpm で撹拌した時の溶液の濁度を Fig. 7-15 に示す。HN-AM 水溶液
は、撹拌するにつれて濁度が増加した。各時間における HN-AM 水溶液の写真を Fig. 7-16
に示す。時間が経過した HN-AM 水溶液は、黄色に変化して浮遊物も観察された。この濁度
の増加および浮遊物の存在は、疎水性相互作用および水素結合によりペプチド鎖が凝集し
たためである。HN-AM + グルコース水溶液もまた HN-AM 水溶液同様に濁度が増加した。
一方で、ケト-グルコースを添加すると、溶液の濁度の増加が確認されなかった。これは、
ケト-グルコースが相互作用することでペプチド表面を親水化して、ペプチドの凝集を抑制
したためである。さらに、ケト-グルコースの HN-AM 凝集抑制機能を評価するために、粒
度分布測定により凝集物の有無を確認した(Fig. 7-17)。30oC の恒温槽中 300 rpm で撹拌した
Fig. 7-15 Turbidity of Hinute-AM, Hinute-AM + glucose, and Hinute-AM + 
keto-glucose solution during shaking at 300 rpm in incubator at 30oC. 
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HN-AM 水溶液および HN-AM + グルコース水溶液には、0.1-10 m の粒子径をもつ凝集体
が確認された。今回用いた粒度分布測定器では、10-2-102 m の粒子径を測定できるが、
HN-AM + ケト-グルコース水溶液ではこの範囲の粒子径は観察されなかった。 
 
Fig. 7-16 Pictures of Hinute-AM solution during shaking at 300 rpm in 
incubator at 30oC. 
Fig. 7-17 Particle size distributions of Hinute-AM in aqueous and glucose 
solutions. 
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7.3.4 限外ろ過膜を用いたケト-グルコース添加による HN-AM 分画 
グルコースおよびケト-グルコースをHN-AM溶液に添加してUF膜によりHN-AM凝集体
を分画した。UF 膜により分画した HN-AM 水溶液、HN-AM + グルコース水溶液、および
HN-AM + ケト-グルコース水溶液中の凝集率を Fig. 7-18 に示す。HN-AM + ケト-グルコー
ス水溶液では、凝集体を形成せずに UF 膜を透過したため凝集率は低下した。100 kDa の UF
膜の細孔は約 20 nm であり、マイクロオーダーの凝集体は UF 膜に阻止される(Fig. 7-19)。
粒度分布測定から HN-AM + ケト-グルコース水溶液中には、10 nm 以上の粒子は確認され
ていない。ケト-グルコースを HN-AM 溶液に添加すると、グルコースよりも多くのケト-グ
ルコースが HN-AM 表面に相互作用したため、溶液中で HN-AM が分散安定化して UF 膜を
透過できた。 
Fig. 7-18 Aggregation percentage of Hinute-AM in aqueous, glucose, and 
keto-glucose solutions. 
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このケト-グルコースによる HN-AM 分散メカニズムは、ケト-グルコース中のカルボニル
基と HN-AM 表面に存在するリシン、アルギニン、ヒスチジン、およびペプチド結合中のア
ミノ基間での水素結合の形成と推測した(Fig. 7-20)。しかしながら、さらに長期間 HN-AM + 
ケト-グルコース水溶液を放置すると凝集体の存在は確認されなかったが、溶液の褐色化が
起きた。この HN-AM + ケト-グルコース水溶液の褐色化から、メイラード反応の進行も示
唆される。メイラード反応とは、アミノ酸と還元糖間で起こるアミノ-カルボニル間反応で
ある[38, 39]。しかしながら、一般に、メイラード反応は高温かつ高 pH 領域で起こる。アル
デヒド基の隣に位置する C-2 位に導入したカルボニル基がメイラード反応を促進させた可
能性もある。食品産業においてメイラード反応は、パンやご飯のおこげ、コーヒー豆の焙
煎、黒ビールやチョコレートの色素、味噌の色素、三温糖の着色に用いられている。現在、
Fig. 7-19 Permeation of Hinute-AM in aqueous, glucose, and keto-glucose 
solutions through ultrafiltration membrane. 
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メイラード反応促進剤として食品分野ではソルビトールが用いられている。ソルビトール
は、砂糖に比べてカロリーが 75%程度と低いためダイエット食品の甘味料として用いられ
ており、高い保水性から食品を冷凍した際の変性防止の効果を持つ。また、水に溶解する
際に吸熱反応を起こして口内でひんやりとした感触がすることから、飴やガムの清涼剤と
して用いられる。ケト-グルコースのアミノ酸との複合体形成メカニズム（水素結合もしく
は共有結合）、食品安全性、およびカロリー等を詳細に解明していくことで、食品分野にお
けるケト-グルコースの実用化は可能となる。ケト-グルコースの連続的合成システムは確立
できたため(第 4 章参照)、あとは食品分野でケト-グルコースが注目を集めるのを待つだけ
である。 
 
 
Fig. 7-20 Dispersion mechanism of Hinute-AM using interaction between 
keto-glucose and Hinute-AM. 
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7.4 結言 
ケト-グルコースの食品分野における実用化を目指して、凝集性が懸念される大豆ペプチ
ドに対するケト-グルコースの分散安定誘導性を評価した。大豆ペプチド溶液にケト-グルコ
ースを添加すると大豆タンパク質の凝集を抑制できた。さらに、ケト-グルコース添加にお
ける大豆ペプチドの凝集抑制は、粒度分布および限外ろ過による分画からも評価した。こ
の効果は、グルコースには見られなかったため、導入したカルボニル基が関与している。
大豆タンパク質の代替物となる大豆ペプチド食品品質悪化を引き起こす凝集を抑制できる
安定剤としてケト-グルコースは有用である。しかしながら、そのメカニズムは、まだ解明
できていない。このメカニズムを解明できれば、ケト-糖質は食品産業を支える有用食品添
加物となるはずである。 
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8.1 緒言 
糖質を原料（基質）とする酵素は数多く存在し、有用糖質製品を開発するため盛んに研
究が成されている。例えば、Rodrigues らは、デキストランスクラーゼを用いてマルトース
およびスクロースの反応からパノースを合成した[1]。パノースは、食品の脱色剤に用いら
れている。Tomotani および Vitolo は、インベルターゼを用いて高果糖シロップ（転化糖、
HFS）を合成した[2]。HFS は、同量のスクロース（砂糖）よりも甘いため食品および医薬
品の甘味料として有用である。 
スクロース脂肪酸エステルもまた有用糖質の一つである。スクロース脂肪酸エステルは、
糖質を親水基に、脂肪酸を疎水基とする食品用非イオン性界面活性剤である。リパーゼお
よびプロテアーゼは、主にエステル結合の加水分解を触媒作用する酵素であるが、有機溶
媒中で逆反応すなわちエステル合成やエステル交換等の反応も活性化する(Fig. 8-1) [3-13]。
そのため、1986 年以来スクロース脂肪酸エステルの製造は有機合成から加水分解酵素を用
いた酵素法へと転換されてきた[14]。また、プロテアーゼ N from Bacillus subtilis [15-17]およ
びプロテアーゼ AL-89 from Bacillus pseudofirmus [18, 19]は、それぞれスクロースの C-1’位お
よび C-2 位にエステル基を導入でき、 有機合成では位置選択的な導入が困難な部位にエス
テル基を導入できることも魅力である。生成物であるスクロース脂肪酸エステルの両親媒
性が可能にする自己組織化もまた機能性材料を作製する上で有用な機能である。 
レバンは、主鎖に-2, 6 結合をもつフルクトース残基からなる多糖類で、天然には牧草で
あるチモシーグラスやイネ科の葉や茎に含まれている[20]。近年、レバンを添加物として食
Fig. 8-1 Hydrolysis and esterification catalyzed by hydrolase. 
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品や飼料に加えると、コレステロール低下効果が期待できると報告されている[21]。また、
レバンは化粧品の成分として用いると細胞増殖、皮膚の保湿、皮膚炎症の軽減等の効果を
もたらす。レバンの硫化物、リン酸化物、およびアセチル化誘導体は、抗エイズ薬として
研究が進められている。さらに、レバンはドラッグデリバリーシステムの包括物質として
も用いられる。しかしながら、大量生産および高純度化の難しさから工業的な利用は限ら
れている。この制限がなくなれば、レバンの市場は様々な分野で広がっていくと考えられ
る。レバンは、レバンスクラーゼ(LSase)によりスクロースから生成する(Fig. 8-2)。デキスト
ランと同様、スクロースから生成するため、転移酵素 LSase によりデキストランとはモノマ
ーユニットおよび結合様式が異なる機能性多糖類の合成が期待できる。 
本章では、機能性糖質材料の作製に用いる酵素の種類を増やすめ、加水分解酵素である
プロテアーゼ N によるスクロースのエステル交換反応(Fig. 8-3)および転移酵素であるレバ
ンスクラーゼによるレバンの生成(Fig. 8-2)関する基礎的研究を行った。 
 
Fig. 8-2 Enzymatic production of levan from sucrose by levansucrase. 
Fig. 8-3 Regioselective esterification of sucrose at C-1’ position using protease N. 
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8.2 加水分解酵素による糖質のエステル化 
8.2.1 試薬 
プロテアーゼN from Bacillus subtilis (E.C.: 
3.4.21.62、Lot No.: 116405-24-4、比活性: 6.08 
U/mg)は、Sigma Chemical Co.から購入した。
プロテアーゼ N の立体構造、アミノ酸配列、
およびアミノ酸組成を Figs. 8-4 - 8-6 に示す
[22]。プロテアーゼ N の平均分子量は、31.25 
kDa である。スクロースは、Wako Chemical 
Co.から購入した。エチルブチレート、ビニ
ルブチレート、およびビニル 10-ウンデシレートは、Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.より購
入した。 
 
Fig8-5 Amino acid sequence of Protease N from Bacillus subtilis, cited from 
reference [22]. 
Fig. 8-4 Three-dimensional structure 
of protease N, cited from reference 
[22]. 
Fig. 8-6 Amino acid composition of Protease N from Bacillus subtilis. 
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8.2.2 プロテアーゼ N によるスクロースエステルの合成手順 
基質となるスクロース(1.71 g、5.0 mmol)を有機溶媒 / 蒸留水(9 : 1、計 50 mL)に溶解し、
エステル化合物を添加した。エステル化合物として、エチルブチレート(2.32 g、20 mmol、4 
eq.、b.p.: 120oC)、ビニルブチレート (5.71 g、50 mmol、10 eq.、b.p.: 116oC)、およびビニル
10-ウンデシレート(4.21-10.52 g、20-50 mmol、4-10 eq.、b.p.: 127oC/10 mmHg)を用いた。溶
媒として、ジメチルホルムアミド(DMF)およびピリジンを用いた。この溶液にプロテアーゼ
N (1.5 g、9,120 U)を懸濁して、インキュベーター内（40oC）で 300 rpm で撹拌した。有機溶
媒中でのエステル交換反応に対する加水分解酵素の活性は、溶媒中の含水率に依存する 
[23]。本来、エステル化合物の加水分解反応を抑制するために水を添加するべきではないが、
有機溶媒のみではプロテアーゼ N の凝集を引き起こすため、溶媒として蒸留水を 10% (v/v)
加えた。溶液を採取し、スクロース濃度を測定した。スクロース濃度は、高速液体クロマ
トグラフィ （ーHPLC、カラム: Amide-80 - Tosoh Co.、 ポンプ: 515 HPLC Pump - Waters Co.、
検出器: 2414 refractive index detector - Waters Co.、レコーダー: C-R8A Chromatopac - Shimadzu 
Corp.、移動相: アセトン/蒸留水 = 8 : 2 もしくは 15 : 1、カラム温度: 80oC、流速: 1.0 mL/min)
により測定した。転化率は、以下の式より算出した。 
0
0  100  (%) Conversion
C
CC 
   (8.1) 
ここで、C0 および C は、それぞれスクロースの初濃度および各時間におけるスクロースの
濃度である。エステル化合物としてビニル 10-ウンデシレートを用いた場合、最初はスクロ
ース DMF 溶液と二相分離しているが、反応の進行と共に均一となった。これは、反応が進
行するにつれて生成したスクロース 10-ウンデシレートが界面活性を示すため、水-DMF-ビ
ニル 10-ウンデシレートが混和した。最終的に得られた反応溶液は、すべて褐色に変化して
いた。 
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8.2.3 プロテアーゼ N による 10-ウンデセン酸エステル交換反応へのエステル 
基質濃度の影響 
ビニル 10-ウンデシレートを基質として、プロテアーゼ N により DMF 中でスクロース 10-
ウンデシレートを合成した。プロテアーゼ N によるエステル交換反応前後での HPLC クロ
マトグラムを Fig. 8-7 に示す。保持時間 2.5 分、2.6 分、3.1 分、3.5 分、および 8.5 分のピー
クは、それぞれビニル 10-ウンデシレート、10-ウンデセン酸、スクロース 10-ウンデシレー
ト、DMF / 蒸留水、および未反応スクロースである。スクロースのピーク（8.5 分）は、反
応が進行するにつれて減少した。一方、反応が進行するにつれて目的物であるスクロース
10-ウンデシレートのピークが 3.1 分に観察された。同様に、反応の進行にともなって 10-
ウンデセン酸のピーク（2.6 分）に観察された。有機溶媒中でのプロテアーゼ N によるスク
ロース 10-ウンデシレート合成中、少量含有する水によりビニル 10-ウンデシレートが加水
分解して、副生成物として 10-ウンデセン酸のピークが生成した。HPLC クロマトグラムか
Fig. 8-7 High performance liquid chromatogram of 1’-O-sucrose 10-undecylate 
before and after esterification using protease N. 
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ら算出した DMF 中でのプロテアーゼ N によるスクロース 10-ウンデシレートへの転化率を
Fig.8-8に示す。40日後、75%のスクロースをスクロース10-ウンデシレートへと転化できた。 
ビニル 10-ウンデシレートは、水の存在によりスクロース DMF/蒸留水混合溶液と二相分
離するため、スクロースに対して添加した分の等量が溶液中に存在しない。反応開始時に
おけるプロテアーゼNによるエステル交換反応へのビニル10-ウンデシレートの比率の影響
を Fig. 8-9 に示す。ビニル 10-ウンデシレートの等量が増加するにつれて、転化率は増加し
た。従って、反応前の段階で、ビニル 10-ウンデシレートをスクロース DMF 溶液と完全に
混和させる必要がある。そのためには、DMF の量を増加するもしくは含水率を低下させる
ことにより、水-DMF-ビニル 10-ウンデシレート組成を制御しなければならない。反応開始
時のビニル 10-ウンデシレートの比率は、プロテアーゼ N を用いたエステル交換反応の重要
な因子である。 
 
Fig. 8-8 Conversion percentage into 1’-O-sucrose 10-undecylate during 
esterification using protease N. 
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8.2.4 プロテアーゼ N によるブチル酸エステル交換反応へのエステル基質中の 
脱離基の影響 
有機溶媒中でのプロテアーゼ N によるエステル交換反応を利用して、スクロースブチレ
ートを合成した。スクロースおよびビニルブチレートを基質とした時の HPLC クロマトグ
ラムを Fig. 8-10 に示す。HPLC クロマトグラム中の 2.8 分、2.9 分、3.4 分、および 8.8 分の
ピークは、それぞれビニルブチレート、DMF / 蒸留水、およびスクロースである。2.8 分お
よび 8.8 分のピークは、反応時間が経過するにつれて減少した。一方、反応が進行すると
2.9 分および 4.4 分にピークが観察された。この 2.9 分および 4.4 分のピークは、それぞれ副
生成物であるブチル酸および目的物であるスクロースブチレートである。有機溶媒中での
プロテアーゼ N によるスクロースブチレート合成中、少量含有する水によりビニルブチレ
ートが加水分解して、副生成物としてブチル酸が生成した。そのため、反応が進行するに
つれてブチル酸特有の不快臭が発生した。 
Fig. 8-9 Effect of vinyl 10-undecylate ratio against sucrose in DMF solution on 
conversion rate into sucrose ester. 
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HPLC クロマトグラムから算出した DMF中でのプロテアーゼ N によるスクロースブチレ
ートへの転化率を Fig. 8-11 に示す。比較のため、エステル基質としてエチルブチレートを
用いた時のスクロースブチレートへの転化率も示す。ビニルブチレートを用いてエステル
交換反応するとエチルブチレートを用いた時に比べて高い転化率を示した。ビニルブチレ
ートを用いた場合、副生成物として得られるビニルアルコールは、エノール互変異性化に
より低沸点をもつアセトアルデヒドに転化する(Fig. 8-12)ため、エステル交換反応が促進し
た[24]。従って、エステル基質中の脱離基には、反応活性なビニル基等が望ましい。 
 
 
Fig. 8-10 High performance liquid chromatogram of 1’-O-sucrose butyrate 
during esterification using protease N. 
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Fig. 8-11 Effect of elimination group in ester substrates on conversion rate into 
1’-O-sucrose butyrate using protease N. 
Fig. 8-12 Enol tautomerization of vinyl alcohol as by-product during 
esterification of sugar with fatty acid vinyl ester. 
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8.2.5 プロテアーゼ N によるブチル酸エステル交換反応への有機溶媒の影響 
ビニルブチレートを基質として用いたプロテアーゼ N によるエステル交換反応への有機
溶媒の影響を調べた。有機溶媒に DMF およびピリジンを用いた時のプロテアーゼ N による
スクロースブチレートへの転化率を Fig. 8-13 に示す。わずかではあるが、DMF を用いた時
に比べてピリジンを用いた時の方が転化速度は高かった。さらに、DMF は、加熱により分
解を引き起こす。この分解は、酸の存在により促進する。そのため、反応後の精製も複雑
となる。従って、プロテアーゼ N によるエステル交換反応には、DMF よりもピリジンを用
いる方が望ましい。 
 
Fig. 8-13 Effect of solvent on conversion rate into 1’-O-sucrose butyrate using 
protease N. 
 
第 8 章 加水分解酵素による糖質のエステル化および 
転移酵素によるレバンの生成に関する基礎的研究 
 343 
8.3 レバンスクラーゼによるレバンの生成 
8.3.1 試薬 
レバンスクラーゼ  (LSase) from Pseudomonas aurantiaca (E.C.: 3.4.21.62、Lot No.: 
116405-24-4、比活性: 6.08 U/mg)は、Sigma Chemical Co.から購入した。LSase の活性中心の
構造を Fig. 8-14 に示す[25]。スクロースは、Wako Chemical Co.から購入した。 
 
8.3.2 LSase の重合反応および加水分解反応 
レバンを重合するため、25 g/L のスクロース溶液（10 mmol/L 酢酸緩衝液、pH5.5、10 mL）
に LSase（30 U、3 U/mL）を加えて、インキュベーター（5-30oC）内で静置培養した。溶液
を採取し、等量のメタノールを添加して酵素を失活した。溶液中の各糖質濃度は、HPLC（カ
ラム: Amide-80 - Tosoh Co.、 ポンプ: 515 HPLC Pump - Waters Co.、検出器: 2414 refractive 
index detector - Waters Co.、レコーダー: C-R8A Chromatopac - Shimadzu Corp.、移動相: アセ
(a) (b) (c) 
Fig. 8-14 Details of the active site of levansucrase. (a) Close-up view of the 
central pocket of native enzyme colored according to electrostatic surface 
potential (negative charges (-85 kBT) in red, positive charges (+97 kBT) in blue). 
Complex with sucrose molecule is formed. (b) Inter-atomic distances between 
critical residues in the active site (Å). Dashed and solid lines show noncontact 
distances and hydrogen bonding, respectively. (c) Sucrose-enzyme contacts in the 
substrate-bound complex. Water molecules are asterisks. Cited from reference 
[25]. 
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トン/蒸留水 = 8 : 2、カラム温度: 80oC、流速: 1.0 mL/min）により測定した。レバンの生成
量は、以下の式より算出した。 
Amount of levan produced by LSase (g) = CL×v = (CG - CF)×v  (8.2) 
ここで、C および v は、それぞれ糖質濃度および溶液量である。下付き文字 L、G、および
F は、それぞれレバン、グルコース、およびフルクトースを表す。生成したレバンの分子量
は、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC、カラム: TSKgel G4000PWXL - Tosoh Co.、移動
相: 蒸留水、カラム温度: 室温、流速: 1.0 mL/min）により測定した。 
LSase は、レバンへの重合反応だけでなくスクロースの加水分解反応も併発的に触媒作用
する。 
  
この LSase の併発反応への温度依存性を調べるために、スクロース濃度から以下の式を用い
て各温度における反応速度定数 k1および k2を算出した。 
 
F
FG
F
L
2
1
1
21S0S t)(exp
C
CC
C
C
k
k
S
kkCC



  (8.3) 
ここで、S1 は重合反応選択性である。得られた反応速度定数を用いて以下のアレニウスの
式から、重合反応が優先的に起こる温度を調べた。 
RT
E
kk  'lnln x   (8.4) 
ここで、E、R、および T は、それぞれ活性化エネルギー、気体定数、および反応温度であ
る。 
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8.3.3 LSase 反応の温度依存性 
様々な温度で反応した時の溶液中の糖質濃度を Figs. 8-15 - 8-17 に示す。LSase の反応が進
行するにつれてスクロース濃度は、減少した。また、温度が高くなるにつれてスクロース
の消費速度は、速くなった。反対に、LSase の反応が進行するにつれてグルコースおよびフ
ルクトース濃度は増加した。通常、LSase による重合反応では、遊離したフルクトースは生
成しない。しかしながら、今回行った反応では、フルクトースの存在が確認された。これ
は、LSase によりスクロースの加水分解も起きたためである。この LSase の併発反応への温
度の影響を調べるために、スクロース濃度から各温度における反応速度定数 k1および k2を
算出した。算出した S、k1、および k2 を Table 8-1 に示す。反応温度が低くなるにつれて重
合反応選択性は高くなった。重合反応が支配的となる温度を調べるために k1 および k2に対
してそれぞれアレニウスプロットを行った（Fig. 8-18）。温度の逆数が増加するにつれて
Fig. 8-15 Concentration of sugars during enzymatic reaction using levansucrase 
at 5oC. 
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Fig. 8-16 Concentration of sugars during enzymatic reaction using levansucrase 
at 15oC. 
Fig. 8-17Concentration of sugars during enzymatic reaction using levansucrase 
at 30oC. 
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k1 および k2 の対数は、直線的に低
下した。k1 および k2 に対するアレ
ニウスプロット間において、270.8 
K 付近に交点が観察された。この
交点は、重合反応および加水分解
反応が、同速度で進行する温度で
ある。従って、-2.2oC 以下で酵素
反応を進行させた時、重合反応が支配的となる。しかしながら、この温度以下での酵素反
応は困難であるため、より多くのレバンを生成するためにはできるだけ低温での酵素反応
が要求される（Fig. 8-19）。様々な温度で生成したレバンの GPC クロマトグラムを Fig. 8-20
に示す。すべてのレバンにおいて 2,000 kDa 以上の高分子量体が確認された。従って、生成
するレバンの分子量への反応温度の影響は無いと分かった。 
Table 8-1 Reactive selectivity for 
polymerization reaction S1, and reaction rate 
constants k1 and k2 using levansucrase at 
various temperatures. 
Fig. 8-18 Arrhenius plots of k1 and k2 corresponding to polymerization reaction 
and hydrolysis reaction, respectively. 
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Fig. 8-19 Amount of levan produced by levansucrase at various temperatures. 
Fig. 8-20 Size excluded chromatogram of levan produced by levansucrase at 
various temperatures. 
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8.4 結言 
本章では、加水分解酵素であるプロテアーゼ N によるスクロースの位置選択的エステル
交換反応および転移酵素であるレバンスクラーゼによるレバンの生成反応を制御するため、
各反応に影響を及ぼす因子について検討した。プロテアーゼ N 反応の生成物であるスクロ
ース脂肪酸エステルは、両親媒性であり、スクロース脂肪酸エステルが形成する自己組織
化は、機能性材料を作製する上で有用である。有機合成では困難な位置選択的エステル基
の導入は、構成単糖類が異なるスクロース等を精密に配向することが可能となり、タンパ
ク質や細胞を認識するグライコマテリアルへの応用が期待される(Fig. 8-21)。レバンもまた
食品および医薬品産業を支える重要な原料であり、植物などから抽出したレバンを用いる
のではなく、機能性スクロースを基質として転移酵素から生成することで、各種分野で応
用可能な機能性レバンの合成が期待できる。 
Fig. 8-21 Glyco-materials prepared by regioselectively-introduced sucrose ester. 
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9.1 各章の要約 
第 2 章から第 8 章までの内容を以下にまとめた。 
 
第 2 章では、生成後に酵素と複合体を形成するデキストランの特性を利用して、多孔性
無機膜である SPG 膜の表面改質を行った。デキストラン生成膜は、デキストランスクラー
ゼ溶液およびスクロース溶液を透過して調製した。膜表面に固定した DSase によるデキス
トランの生成量は、高濃度の基質、小さな膜の孔径、遅い基質溶液の透過速度により多く
のデキストラン鎖を形成できた。膜の孔がどれくらい酵素反応で生成したデキストランに
より充填されたかを調べるために、蒸留水をデキストラン生成膜に透過して、その時の圧
力損失を用いて Kozeny-Carman の式より空孔率を算出した。デキストラン鎖の形成は、孔
の約半分を充填した。デキストランにより膜に付与した工学的機能を評価するために、デ
キストラン生成膜を用いたコロイド粒子およびタンパク質の分離を行った。マイクロサイ
ズのコロイド粒子を膜に透過すると、生成したデキストランにより孔が充填されてサイズ
排除分離能が向上した。さらに、糖結合性タンパク質レクチンであるコンカナバリン A を
デキストラン生成膜に透過すると、表面に形成したデキストランとの親和性により、未修
飾 SPG 膜よりもコンカナバリン A の吸着量が増加した。この固定化酵素を用いた表面修飾
は、材料表面に固定が困難な親水性デキストランを高密度に形成できる画期的な手法であ
る。 
 
第 3 章では、このデキストラン生成膜に付与した機能である親水性および溶媒応答性を
利用して、膜クロマトグラフィーを作製した。デキストラン生成膜の溶媒応答メカニズム
は、デキストランの水和-脱水和状態によるコンフォメーション変化を利用したものである。
異なる組成をもつ水-メタノール溶液をデキストラン生成膜に透過すると、メタノールの割
合が増加するにつれて膜の空孔率は増加した。これは、膜表面に固定したデキストラン鎖
第 9 章 総 括 
 356 
が収縮することを示す。水および 50% (v/v)メタノール溶液を交互にデキストラン生成膜に
透過すると、圧力損失の変化に再現性が確認された。従って、デキストランスクラーゼに
より生成したデキストラン鎖は、水およびメタノール溶液中で可逆的な伸長-収縮を示すこ
とが分かった。このデキストランの可逆的伸長-収縮挙動を利用して、膜分離後に回収可能
な膜クロマトグラフィーとしてデキストラン生成膜を用いた。コロイド粒子を捕捉したデ
キストラン生成膜に 50% (v/v)メタノール溶液を透過すると、捕捉されたコロイド粒子が溶
出した。従来の膜分離では、サイズ排除によって捕捉後の膜からのコロイドの回収が困難
であることから、デキストラン生成膜を用いた膜クロマトグラフィーは、バイオセパレー
ション分野において有用な機能性材料である。 
 
第 4 章では、3 つの酵素(P2Ox、カタラーゼ、および DSase)を組み合わせることにより位
置選択的に高い導入率をもつケト-デキストランを合成した。まず、P2Ox の特異性を利用し
て、カルボニル基をスクロース中に位置選択的に導入した。得られたケト-スクロースは、
転移酵素 DSase によりケト-デキストランへと酵素重合した。様々な酵素を組み合わせて生
成したケト-デキストランは、C-2 位に位置選択的にすべてのグルコース残基にカルボニル
基を有していた。一方で、従来の多糖類の機能化、すなわち官能基の導入は、多糖類自身
の立体障害によって官能基導入量が減尐し、かつ官能基はランダムに導入される。また、
酸加水分解などの副反応もおこり反応時に副生成物が生成されてしまう。従って、本研究
で提案した新規デキストラン機能化は、化学法よりも優れた機能化技術であり、他の多糖
類機能化への応用が期待できる。 
第 5 章では、高密度にカルボニル基をもつケト-デキストランの水中での構造および相互
作用をレオロジー特性から評価した。希薄領域では、ケト-デキストランの粘度は、デキス
トランよりも低かった。これは、カルボニル基を介した分子内での水素結合によりケト-デ
キストランの立体構造が収縮したためである。動的光散乱法により測定したデキストラン
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およびケト-デキストランの流体力学的半径は、それぞれ 24.1 nm および 16.7 nm であった。
カルボニル基を介した分子間での水素結合のみを評価するため、グルコースおよびケト-グ
ルコースの粘度を比較した。濃厚領域で、カルボニル基による分子間での相互作用により、
ケト-グルコースの粘度は、グルコースよりも高かった。Jones-Dole の式をもちいて算出し
た粘性係数から、ケト-糖質がより高い水和性および会合性をもつことを確認した。 
 
第 6 章では、連続的に糖質中にカルボニル基を導入するために、ピラノース 2-オキシダ
ーゼを固定した膜バイオリアクターを作製した。ピラノース 2-オキシダーゼ溶液を疎水性
膜である Durapore に透過すると、膜 1 g 当たり 14 mg の酵素を固定できた。糖質基質溶液
透過時の空間速度を高くすると、基質拡散の影響でケト-糖質への転化速度が低下したため、
空間速度を 10 h-1以下に設定した。陽イオン交換膜 RX-1 を用いてピラノース 2-オキシダー
ゼおよび膜間の固定をイオン交換相互作用に変更すると、相互作用が強く酵素の失活を引
き起こして転化速度が低下した。そこで、比較的弱い相互作用で固定できる Durapore を膜
担体として用いて、様々な糖質をケト-糖質へと転化した。グルコースおよびスクロースは、
ピラノース 2-オキシダーゼ固定化Duraporeバイオリアクターによりそれぞれ 75時間および
225 時間で対応するケト-糖質へと転化した。一方、デキストラン(平均分子量 10 kDa および
2,000 kDa)はケト-デキストランへと転化しなかった。従って、予め基質に官能基を導入して
おき、その後酵素重合するという多糖類の機能化は、有用な多糖類修飾技術であることが
分かった。 
 
第 7 章では、カルボニル基をもつケト-グルコースを用いて大豆ペプチドとの相互作用を
検証し、大豆ペプチドの食品分野における問題点である凝集性を制御した。大豆ペプチド
水溶液および大豆ペプチド + グルコース水溶液を 30oC の恒温槽中 300 rpm で撹拌すると、
溶液の濁度が増加して凝集物が観察された。一方、ケト-グルコースを添加すると、溶液の
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濁度の増加が確認されなかった。これは、ケト-グルコースが相互作用することでペプチド
表面を親水化して、ペプチドの凝集を抑制したためである。さらに、大豆ペプチド + ケト
-グルコース水溶液内の粒度分布を測定すると、10-2-102 m の粒子径をもつ凝集物は観察さ
れなかった。ケト-グルコースによる大豆ペプチドの凝集抑制を定量的に評価するために、
限外ろ過膜を用いて大豆ペプチドを分画した。大豆ペプチド + ケト-グルコース水溶液では、
大豆ペプチドが凝集体を形成せずに限外ろ過膜を透過できたため、凝集率は大豆ペプチド
水溶液および大豆ペプチド + グルコース水溶液の約 10 分の 1 にまで低下できた。ケト-糖
質による大豆ペプチドの凝集抑制メカニズムを解明することで、食品添加物としての食品
分野における応用が期待される。 
 
第 8 章では、機能性糖質材料の作製に有用な酵素の種類を拡大させるため、加水分解酵
素であるプロテアーゼ N によるスクロースのエステル交換反応および転移酵素であるレバ
ンスクラーゼによるレバンの生成に関する最適化について化学工学的な検証を試みた。プ
ロテアーゼ N による有機溶媒中におけるスクロースのエステル交換反応では、ビニル 10-
ウンデシレートを基質としてスクロース 10-ウンデシレートを合成した。溶液中のビニル 10-
ウンデシレート濃度が低いと転化速度も低くなるため、エステル基質のスクロースに対す
る比率はプロテアーゼ N を用いたエステル交換反応の重要な因子であることが分かった。
しかしながら、脂肪酸鎖が長くなると、水/DMF 溶液と完全に混和しないため、DMF の量
を増加するもしくは含水率を低下させることにより、水-DMF-スクロース-脂肪酸エステル
組成を制御しなければならない。また、脂肪酸エステル中の脱離基がビニル基である方が
アルキル基に比べて転化速度は速かった。これは、副生成物として得られるビニルアルコ
ールが、エノール互変異性化によりアセトアルデヒドに転化することに起因する。 
転移酵素であるレバンスクラーゼによるレバンの生成においては、レバンへの重合反応
だけでなくスクロースの加水分解反応も触媒作用することが分かった。この両反応の選択
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性は反応温度に依存し、反応温度が低くなるにつれて重合反応選択性は高くなった。重合
反応が支配的となる温度を調べるために核反応の反応速度定数に対しするアレニウスプロ
ットを行うと、-2.2oC 以下で酵素反応を進行させると重合反応が支配的となることが分かっ
た。 
 
9.2 本研究の総括 
本研究では、酵素反応を in vitro に利用した糖質材料の作製、機能の評価、および応用分
野の模索を行った。膜と糖質の複合体化では、糖質を材料に固定する際の結合剤として固
定化酵素法を利用した。膜表面に固定したデキストランが溶媒応答性をもつことを見出し、
その機能を利用して捕捉したコロイドを効率よく回収できる膜分離システムを確立できた。 
糖質の機能化では、糖質への効率的な官能基の導入および重合に酵素を利用した。酵素
反応を組み合わせて合成した高密度にカルボニル基をもつケト-デキストランのコンフォメ
ーションは、粘度測定から評価した。導入したカルボニル基が形成する相互作用が多糖類
のコンフォメーションに影響を及ぼすことを確認し、食品産業、医薬学、および分離分析
で応用するために必要であるレオロジー特性を把握できた。膜構造をバイオリアクターの
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担体に用いることで、スケールアップが可能なケト-糖質の大量合成システムを構築できた。
カルボニル基という活性官能基をもつケト-糖質の用途の拡大が期待できる。実際に、ケト-
糖質の食品分野における応用を検討したところ、特定保健用食品原料である大豆ペプチド
の凝集による品質低下という問題点を克服でき食品添加物としての有用性を見つけた。 
さらに、加水分解酵素によるシュガーエステル合成およびレバンスクラーゼによるレバ
ン生成では、各酵素反応を制御するために重要なパラメーターを見つけ、効率的な酵素反
応が可能となった。各酵素反応の生成物は、新規機能性糖質材料を作製する上で期待が膨
らむ有用糖質である。 
 
9.3 今後の展望 
これまで述べてきたように、普段食するイメージが強い“糖質”は、医薬品や分離分析
を支える重要な材料の部品となる。本来、糖質は、我々が目に見えない生体内の奥底で分
子の認識部位として機能し続けている。この糖質の優れた生物学的機能模倣した材料すな
わちグライコマテリアルがこれからの社会に役立つ材料となるはずである。そして、酵素
もまた生体内で生産される有用触媒である。酵素の有用性は、各種産業に貢献してきた歴
史的背景からも証明済みである。この触媒作用という酵素の生物学的機能もグライコマテ
リアルの作成技法として利用すれば、精密な材料設計から材料の大量生産まであらゆる点
において簡便となる。 
固定化デキストランによる膜の機能化では、様々なパラメーターにより機能性材料作製
における酵素反応の最適化が進んでいる。しかしながら、酵素固定量や分布などさらなる
パラメーターの模索がデキストランの機能を十分に引き出す機能性材料へと導く。ピラノ
ース 2-オキシダーゼの生成物であるケト-糖質は、食品産業などいくつかの応用分野を見出
せた。ケト-糖質の生体への安全性やカルボニル基の反応性(有機合成における反応性も含め
て)を把握できれば、中間体としてではないケト-糖質自身の用途はさらに拡大し、ピラノー
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ス 2-オキシダーゼ固定化バイオリアクターの需要も高まる。スクロース脂肪酸エステルが
もつ自己組織化は、機能性材料を作製する上で有用である。作製可能な材料構造としては、
ミセル構造によるナノ粒子や界面上に配列したシート状多糖類脂肪酸二重層が挙げられる。
レバンもまたデキストランと同様に有用な機能性多糖類母体であり、植物などから抽出し
たレバンを機能化する(Top-down)のではなく、機能性スクロースを基質として転移酵素によ
り積み上げていく(Bottom-up)ことで、各種分野で応用可能な機能性レバンの合成が期待で
きる。 
あとがきとして、筆者がこの 6 年間化学工学を学び、打ち立てた研究方針に対する哲学
(Philosophy)を概略として以下に示す。このように、精密な材料設計から簡便な材料作製、
材料機能の向上、そして材料の大量生産と様々なステップで酵素の恩恵を与っている。今
後も“糖質”と“酵素”とうまく付き合って“酵素反応に頼って機能性糖質材料をつくる”
という研究に携わっていきたい。 
 
研究方針に対する哲学および酵素の恩恵 
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